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Vorlaufige Mitteilung iiber die Ausscheidung der Kynuren- 
siure in der Galle. 


Von 
Y. Kotake und K. Ichihara. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie zu Osaka.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, Januar 1927.) 

Daf die bei Tryptophaneinfiihrung im Harn ausgeschie- 
dene Kynurensiiuremenge nicht nur bei den verschiedenen 
Tierarten, sondern auch bei derselben Tierspezies im Individuum 
schon oft sehr voneinander abweicht, ist lange bekannt. Diese 
Schwankung konnte selbstverstiindlich durch verschiedene Fak- 
toren bedingt sein. Wir faBten die Méglichkeit ins Auge, 
daB sie auch zum Teil durch die Ausscheidungsverhiltnisse 
der Kynurensiure verursacht werden kann. Vor allem hielten 
wir es fiir méglich, daf die Kynurensiiure in der Galle aus- 
geschieden wird, wie es bei Harnsiiure der Fall ist (Brugsch). 
Jedenfalls ihneln sich die beiden genannten Siiuren in vielen 
Punkten, in Léslichkeit, in Zersetzbarkeit im Tierorganismus 
und wahrscheinlich auch in der physiologischen Bedeutung 
ihrer Bildung. Tatsichlich konnten wir bei einem Hunde die 
Ausscheidung der Kynurensiiure in der Galle mit Sicherheit 
nachweisen. In diesem Falle war sogar die Kynurensiuremenge, 
die in der Galle auftrat, sehr erheblich. 

22. V. Einem Hunde vom Kérpergewicht 8200 g¢ wurde 
eine Gallenblasenfistel angelegt. 

13. VI. Nachdem die Wunde geheilt war, wurde dem 
Hunde um 10 Uhr vormittags 2,0g Tryptophan als Emulsion 
unter die Haut eingespritzt. Als Futter wurden 300g Rind- 
fleisch, 50g Brot und 180 ccm Kuhmilch gegeben. Die Gallen- 
menge, die innerhalb von 23 Stunden nach der Einspritzung 
gesammelt wurde, betrug 121!,9ccm; die inzwischen gelassene 
Harnmenge 130 ccm. Der Harn reagierte sauer und war zucker- 
und eiweibfrei. 
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Die Isolierung der Kynurensiure aus der Galle geschah 
nach Jaffe wie folgt: 

Die Galle wurde auf dem Wasserbade zur Trockne ein- 
gedampft und mehrmals mit Alkohol extrahiert. Der beim 
Verjagen des Alkohols zuriickgebliebene Riickstand wurde in 
Wasser gelist, mit Schwefelsiure angesiuert, wobei ein durch 
die Gallenfarbstoffe gefirbter Niederschlag erzeugt wurde; dieser 
wurde mit etwas Ather iiberschichtet und iiber Nacht stehen 
gelassen. Nachdem der Niederschlag filtriert und nacheinander 
mit Wasser, Alkohol und Ather gewaschen worden war, wurde 
er in Ammoniak gelést, mit wenig Tierkohle entfairbt und durch 
Zusatz von Salzsiure gefillt. Die in kleinen Nadeln krystalli- 
sierende Fallung ergab sowohl Jaffesche, als auch Kretschy- 
sche Reaktion. Der Schmelzpunkt unserer Substanz lag bei 
267—268° iibereinstimmend mit dem der Kynurensiure. Die 
Menge betrug 0,0610g. Aus dem Harn wurden 0,3572¢ Ky- 
nurensaure gewonnen. 

20. VI. Demselben Hunde, beim Ké6rpergewicht 7300 g, 
wurden um 2 Uhr nachmittags 2g Tryptophan, in Wasser fein 
suspendiert, auf einmal subcutan eingespritzt. Als Futter wurden 
50g Fleisch, 106g Biskuit und 190ccm Kuhmilch gegeben. 
Die 24 Stunden nach der Einspritzung abgesonderte Galle 
(Menge: 131,7 ccm) und der wihrend derselben Zeit gesammelte 
Harn (Menge: 251 ccm) wurden auf Kynurensiiure untersucht. 
Der Harn reagierte sauer; weder Zucker noch EiweiB war 
darin enthalten. 

Die Galle wurde wie oben behandelt, und daraus konnten 
wir 0,2327g¢g Kynurensiiure isolieren, welche Jaffesche und 
Kretschysche Reaktion gab und bei 267° C schmolz. 

Die aus dem Harn gewonnene Kynurensiiuremenge betrug 
0,1842 ¢. 

Die auf diese Weise zweimalig aus der Galle gewonnenen 
Kynurensiuremengen wurden vereinigt, noch einmal umkrystalli- 
siert und dann wurde nach Kjeldah! der Stickstoff bestimmt. 


0,1388 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 6,5 cem n/10- 


Schwefelsiure. 
Gef. N 6,56°/, Ber. N 6,76°%/,. 

















Zur Kenntnis der Saproporphyrine. 


(Fortsetzung der Untersuchung.') 


Kopratoporphyrin als haufiges Produkt der Faulnis von Fleisch 
und blutreichen Organen. 


Von 


0. Schumm. 


(Aus dem Physiologisech-chemischen Institut der Hamburgischen Universitit, 
Eppendorfer Krankenhaus.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. April 1927.) 


Auf Grund zahlreicher Untersuchungen an gefaultem tie- 
rischen Material (Fleisch, Organe) ist H. Fischer bekanntlich 
zu der Ansicht gekommen, daf dabei auBer der Himaterin- 
siure(= Kimmerers Porphyrin) héchstwahrscheinlich Kopro- 
porphyrin’) entsteht, dessen Muttersubstanz nach H. Fischers 
Hypothese ein besonderes, als prosthetische Gruppe die Eisen- 
komplexverbindung des Koproporphyrins enthaltendes ,,Hi- 
moglobin B* sein soll. 

Obige Hypothese griindet sich auf spektroskopische Be- 
stimmungen der nicht aufgeteilten Porphyrinfraktion, von 
denen H. Fischer freilich in mehreren Fillen selbst angegeben 
hat, daB sie nicht voll beweiskriftig seien. Auch in den bald 
danach von mir in gréBerer Zabl und wechselnder Anordnung 
ausgefiihrten Versuchen konnte kein eindeutiges Ergebnis erzielt 
werden, weil die derzeit verfiigbare analytische Methodik sich als 





1!) Vgl. O. Schumm, Uber Umwandlungsprodukte der Farbstoffe 
aus Fleisch und Blut, 4. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 147, S. 184 (1925). 

*) H. Fischer u. K. Schneller, Zur Kenntnis der natiirlichen 
Porphyrine, Diese Zs. Bd. 135, S. 253 (1924). 
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unzuliinglich erwies. Meine Untersuchung ergab aber Anhalts- 
punkte fiir die Existenz eines anderen, sowohl dem Himato- 
porphyrin-Nencki als auch dem Koproporphyrin &hnlichen, 
aber ausgesprochen chloroformléslichen Porphyrins, das in 
der rohen Form vorlaufig als ,Saproporphyrin D*“ unter- 
schieden wurde. Durch die Arbeiten des hiesigen Instituts 
ist die analytische Methodik inzwischen soweit ausgebaut 
worden, daB es nunmehr méglich ist, geringe Mengen von Kopro- 
porphyrin, auch im Gemisch mit einem Uberschu8 anderer 
natiirlicher Porphyrine, z. B. des von H. Fischer in Betracht 
gezogenen Hiimatoporphyrins (Nencki), sicher zu erkennen.’) 

Wegen der groBen Bedeutung, die der Beantwortung der 
Frage nach der Existenz von H. Fischers hypothetischem 
»Himoglobin B“ (mit Koproporphyrineisen) zukommt, habe 
ich obige Untersuchung erneut aufgenommen. Die dabei 
erzielten Ergebnisse lassen H. Fischers vermeintliche 
Koproporphyrinbefunde nun in einem ganz neuen 
Lichte erscheinen: 

Bei einer Reihe von Versuchen, in denen tierische Mus- 
kulatur (Pferdefleisch, Ochsenherzen) bei 37 (oder 50°) Wochen 
und Monate der freiwilligen Fiiulnis iiberlassen worden waren, 
ergab die Aufarbeitung des Kisessig—Atherextrakts auBer ver- 
schiedenen Saprohimatinen betrichtliche Mengen von Sapro- 
porphyrinen, deren Gemisch nach den grofenteils im _hie- 
sigen Institut ausgearbeiteten Fraktionierungsmethoden getrennt 
wurde. Bei allen Versuchen enthielt die ,Kopropor- 
phyrinfraktion“ weitaus die geringste Menge Farb- 
stoff. Zur Priifung auf Koproporphyrin benutzte ich u. a. die 
hochempfindliche*) Bromspektralprobe*), durch die sich freies 
Koproporphyrin z. B. selbst im Gemisch mit etwa der 3 bis 
Sfachen Menge Himatoporphyrin-Nencki oder des ihm so 





1) O.Schumm, Die Auffindung und Identifizierung der natiirlichen 
Porphyrine auf spektrochemischem Wege, Diese Zs. Bd. 164, 8. 143 
(1927). .. 

*) Vgl. dazu die Abhandlung von E. Mertens, Diese Zs. im Druck. 

5) O. Schumm, Spektrochemische Untersuchungen an Porphyrinen 
und Hiimatinen, Diese Zs. Bd. 152, S. 1 (1926). 
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ihnlichen ,,Saproporphyrin D“?) erkennen 1iBt.?) Dabei habe 
ich nur ein einziges Mal in geringer Andeutung eine 
positive Koproporphyrinprobe erhalten, nach der es 
nicht ausgeschlossen ist, da8 der in der Koproporphyrinfraktion 
(Salzsiurezahl 0,1) gefundene Porphyrinfarbstoff in diesem 
einen Falle eine Spur, vielleicht */,,, an Koproporphyrin ent- 
halten hat. Angesichts der groBen Menge der Ausiitze (je 1 
bis mehrere kg!) besagt dieser im besten Falle positive Be- 
fund einer geringsten Spur Koproporphyrin nichts zu- 
gunsten der H. Fischerschen Hypothese, da, abgesehen von 
anderen Erklirungsméglichkeiten, als Quelle solcher _,,zweifel- 
haften Spur Koproporphyrin* mit mindestens gleicher Wahr- 
scheinlichkeit die Bakterienmasse selbst angesehen werden kann. 

LieB sich demnach Koproporphyrin im allgemeinen 
nicht oder héchstens in zweifelhafter Spur nachweisen, 
so war die Ausbeute an dem ihm in manchen Spektral- 
reaktionen zum Verwechseln iuhnlichen Kopratopor- 
phyrin’) regelmiBig um so gréBer. AuBer dem Koprato- 
porphyrin war an neuen Porphyrinen noch ein in seinem 
spektrochemischen Verhalten dem Himatoporphyrin-Nencki 
‘ihnliches aber leicht in Chloroform lésliches Porphyrin (s. oben) 
vorhanden, das auch einige Kigenschaften mit dem _ kiirzlich 
von mir in Bd. 166, 8.1 beschriebenen, kiinstlich aus methy- 
liertem Hiimatin dargestellten Himatoporphyrinderivat gemein 
hatte. 

Der hier zuerst erbrachte Beweis fiir das hiufige, wahr- 
scheinlich sogar regelmiBige Entstehen gréferer Mengen von 
Kopratoporphyrin bei der freiwilligen, langen Fiaulnis_blut- 

1) O. Schumn, a. a. O. Bd. 152, S. 3 (1926), vgl. auch die folgende 
Abhandlung. 

2) Es sei ausdriicklich darauf hingewiesen, da die von H. Fischer 
im Handbuch der Biochemie gegebene Darstellung, nach der die Identi- 
fizierung von Koproporphyrin im Gemisch mit Himatoporphyrin- Nencki 
oder Kopratoporphyrin nahezu unmdéglich sein soll, durchaus nicht mehr 
zutrifft; der damalige Stand ist durch die in Verfassers Institut erzielten 
Fortschritte vollstindig iiberholt. 

3) O. Schumm, Spektrochemische Reaktionen des krystallisierten 
Kopratoporphyrins, Diese Zs. Bd. 159, S. 195 (1926). 
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reichen tierischen Materials auBerhalb des Organismus} 
ist im Verein mit dem Nachweis des oben genannten spektro- 
skopisch iihnlichen unbekannten chloroformléslichen Por- 
phyrins geeignet, H. Fischers zahlreiche deutlich positive 
spektroskopische ,,Koproporphyrinbefunde“?) selbst dann zu er- 
kliren, wenn Koproporphyrin in den von ihm gepriiften 
Ausziigen nicht oder héchstens in solchen Spuren vorhanden 
gewesen sein sollte, die nach obigem keine Beweiskraft fir 
seine Hypothese haben und auf das Spektrum der Lésung des 
Rohporphyrins kaum noch von EinfluB sein kénnen: Man 
braucht niimlich einer iatherischen Lésung des dem Himato- 
porphyrin- Nencki spektroskopisch so uhnlichen ,,Sapropor- 
phyrin D“ oder des Himatoporphyrin-Nencki nur’ etwas 
Kopratoporphyrin zuzusetzen, um spektrometrische Werte zu 
erhalten, die mit den von H. Fischer an seinen vermeint- 
lichen Koproporphyrinlésungen gefundenen vollkommen iiber- 
einstimmen!*) — Wenn also einerseits zuzugeben ist, daB 





‘) Kopratoporphyrin ist bislang nur einige Male als Bestandteil 
der Faeces mit gemischter Kost ernihrter gesunder oder an blutendem 
Magenkarzinom leidender Menschen gefunden worden, vgl. O. Schumm 
und E. Mertens, Uber Vorkommen und Nachweis von Kopratin und 
Kopratoporphyrin, 4. Mitt. Diese Zs. Bd. 156, S. 61 (1926). 

2) Man vergleiche z. B. folgenden ,,Koproporphyrinbefund“: Bei der 
Verarbeitung von 100 g frischer Ochsenleber erhielt H. Fischer eine 
iitherische Porphyrinlésung, die das Spektrum I. 682,2, II. sehr schwach 
622,8 gab, und sehlieBt daraus: ,,Also war neben Kimmerers Por- 
phyrin Koproporphyrin spektroskopisch erkennbar“. Diese Deutung 
muB als willkiirlich bezeichnet werden, denn der Wert 622,8 stimmt 
besser auf Mesoporphyrin als auf Koproporphyrin; ferner gibt ein in 
passendem Verhiiltnis hergestelltes Gemisch aus Kopratoporphyrin und 
»saproporphyrin D“ oder Nenckis Himatoporphyrin ebenfalls genau 
den Wert 622,8. H. Fischer macht zwar an anderer Stelle derselben 
Abhandlung auf die Schwierigkeit der richtigen Deutung von spektro- 
skopischen Koproporphyrinbefunden aufmerksam; aus dem Wortlaut der 
obigen Angabe kann der Leser aber, da eine einschriinkende Bemerkung 
fehlt, nur entnehmen, da8 Koproporphyrin sicher nachgewiesen sei. 

*) Manche der von H. Fischer festgestellten und mit Wahr- 
scheinlichkeit auf Koproporphyrin bezogenen spektrometrischen Werte 
passen genau auf Saproporphyrin D, andere besser auf Mesoporphyrin 
oder Gemische aus Saproporphyrin D und Kopratoporphyrin, 














Zur Kenntnis der Saproporphyrine. 7 


in H. Fischers Priparaten Koproporphyrin vorhanden ge- 
wesen sein kann, so haben seine Zahlen andererseits nicht 
die geringste Beweiskraft, weil der Nachweis fehlt, daB das 
gefundene Porphyrin einheitlich war. Ks kann sogar als wahr- 
scheinlich gelten, daB auch bei seinen Versuchen Gemenge 
vorgelegen haben, die teils vorwiegend Kopratoporphyrin teils 
das Saproporphyrin D enthielten. Mit der médglichen An- 
wesenheit dieser Porphyrine konnte H. Fischer freilich nicht 
rechnen, da sie erst spiter entdeckt sind.’) Zurzeit fehlt 
der Hypothese vom: ,,Hiimoglobin B“ jede exakte experimen- 
telle Grundlage. Mit Hilfe der im hiesigen Institut aus- 
gearbeiteten analytischen Verfahren wird sich bei der Fort- 
setzung der Untersuchung, die mit noch gréBeren Material- 
mengen durchgefiihrt wird, bald endgiiltig entscheiden lassen, 
ob Koproporphyrin bei der Fiiulnis solchen tierischen Materials 
in irgend beachtlichen Mengen entsteht, oder ob der von 
H. Fischer beobachtete Farbstoff, in dem er Koproporphyrin 
vermutete, in der Hauptsache als ein Gemenge anderer 
Porphyrine angesehen werden mub.’) 


Anordnung der Versuche. 


Das tierische Material wurde von anhaftendem Binde- 
gewebe befreit, in der Fleischhackmaschine zerkleinert und 
in lose verschlossenen GlasgefiiBen ‘lage, Wochen oder Monate 
bei 37°, seltener bei 45--50° gehalten, danach mit Kis- 
essig und Ather extrahiert, der mit viel Ather verdiinnte 
Auszug durch Waschen vom gréSten Teil der EKssigsiure 
befreit, danach mit 5°/,iger Salzsiure erschép{t (Salzsiure- 
auszug = Rohporphyrin), durch Waschen entsiiuert und ver- 





1) Vel. O. Schumm, Diese Zs. Bd. 149, S. 1 (1925); Bd. 151, S. 125 
(1926); Bd. 153, S. 225 (1926) u. Bd. 156, S. 61 (1926). 

*) H. Fischers vermeintiichen Koproporphyrinbefunden liegen Be- 
obachtungen an der Fraktion der freien Porphyrine zugrunde. Es mu8 
noch mit der Méglichkeit gerechnet werden, daB kleine Mengen etwa 
vorhandenem Koproporphyrins als Kupferverbindung in der Fraktion 
der Saprohiimatine versteckt geblieben sind. Auch auf diese, von 
H. Fischer in dem Zusammenhang nicht in Betracht gezogene Méglich- 
keit miiBte bei den weiteren Untersuchungen Riicksicht genommen werden, 
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dampft (Riickstand: Saprohimatine’). Aus der salzsauren 
Rohporphyrinlésung wurde der Farbstoff mit Natriumacetat 
in eine gréBere Menge Ather gebracht, der Ather siurefrei 
gewaschen und nacheinander mit Salzsiure von 0,1, 0,4, 1,0, 
2 und 3°/, ausgezogen. Die mit 0,1°/, iger Salzsiiure erhaltene 
. Koproporphyrinfraktion“ wurde mit iiberschiissigem Na- 
triumacetat und Ather behandelt, die erhaltene iitherische 
Porphyrinlésung gewaschen, filtriert, verdampft und der Riick- 
stand der spektrochemischen Analyse unterworfen. Die iibrigen 
Fraktionen wurden ebenso behandelt. 


Spektrochemische Reaktionen des regelmaBig in bedeutender 
Menge gefundenen und analysenrein in Krystallen dargestellten 
Kopratoporphyrins.’) 

1. Lésung in schwach essigsiurehaltigem Ather: 

Hauptstr. I. 621,3, I]. unsymmetrisch, Maximum (violett- 
wirts) 566,0, I1I. uneinheitlich, Max. ,,b“ 524,0, IV. uneinheit- 
licher Streifen mit mehreren linienartig schmalen Maxima, 
Mitte des Streifens ungefihr 494,5. 


2. Lésung in 25°/,iger Salzsiure: 

Hauptstr. I. 591,5, IIL. 548,5. 

3. Liésung in etwa 98°/,iger Schwefelsiure: 
Hauptstr. I. 592,2, IT. 548,5. 


4. Mit wenig Hydrazinhydrat versetzte Lésung 
der nach Zaleskis Verfahren dargestellten Eisenkom- 
plexverbindung in Pyridin: 

I, 545,2, II. etwa 516,0. 


5. Bromspektralprobe:’) 





1) Uber die Untersuchung der Saprohimatine wird in einer folgen- 
den Mitteilung berichtet werden. 

2) Alle Priiparate waren auch im trocknen Zustande in reinem 
Chloroform ziemlich leicht léslich. 1 

5) Besteht die Méglichkeit, da das fragliche. Porphyrin bei seiner 
Abscheidung eine Veresterung erfahren hat, so muB durch Verseifen das 
freie Porphyrin gebildet werden, da nur dieses die bezeichnende Reak- 
tion gibt. 

















Zur Kenntnis der Saproporphyrine. 9 


Hauptstr. im Rot auf ungefaihr 638,0, schwacher Streifen 
im Griin/Blau mit zwei sehr schwachen Maxima, dazwischen 
das Minimum auf ungefaihr 494. Die fiir Koproporphyrin be- 
zeichnenden Streifen (499, 470) sind nicht einmal andeutungs- 
weise vorhanden. 

6. Salzsiiurezahl, nach Willstitter bestimmt, = 0,4. 

7. Bei der elektrochemischen ,Hydrierung“ und beim 
Kochen mit Salzsiiure verhielten sich die Priiparate genau wie 
das aus Kopratin durch Enteisenen mit Hydrazin—Eisessig ge- 
wonnene Kopratoporphyrin. — Ubereinstimmung zeigte sich 
auch im Schmelzpunkt der Athylester. 


Bromspektralprobe’) an der ,,Koproporphyrinfraktion“. 


Nur in einem Falle war bei dem auf der Grenze von 
Griin und Blau bestehenden schwachen Streifen das Max, ,,a“ 
auf ungefiihr 500 ein wenig stiirker als bei den fiir Kopro- 
porphyrin ganz negativen Proben. Von dem zweiten fiir 
Koproporphyrin bezeichnenden Streifen auf etwa 470 
war aber keine Andeutung wahrnehmbar. Immerhin 
ist es moglich, da die an sich schon sehr geringe Menge 
Porphyrin dieser Fraktion cine kleine, keinesfalls 20°/, er- 
reichende, Beimengung von Koproporphyrin enthalten hat.*) 
Der Hauptanteil bestand auch ier aus Kopratoporphyrin, 
das aus Ather in kleiner Menge auch in 0,1°/, ige Salzsiure 
iibergeht. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke 
ich fiir die mir gewihrte Unterstiitzung. 





1) O. Schumm, Spektrochemische Reaktionen an Porphyrinen und 
Hiimatinen, Diese Zs. Bd. 152, S. 1 (1926); s. auch E. Mertens, Diese 
Zs. im Druck. 

*) Wegen der auBerordentlich hohen Empfindlichkeit der Kopro- 
porphyrin-Bromspektralprobe vgl. man die Abhandlung von E. Mertens, 
Diese Zs. im Druck. 








Uber das Cytochrom in Hefezellen. II. 


Von 


Hans v. Euler, Hermann Fink und Harry Hellstrém. 


Mit 13 Figuren im Text und 1 Tafel. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Universitit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13, Mai 1927,) 


Die vorliegende Abhandlung enthilt die Ausarbeitung der 
in der ersten, vorliufigen Mitteilung von Euler und Fink?) 
kurz beschriebenen Methodik zur quantitativen Bestimmung 
des Himochromogens in Hefe und bringt die an drei Hefen- 
praparaten gewonnenen Ergebnisse iiber den Himochromogen- 
gehalt der Hefen und dessen Beziehungen zum Cytochrom. 

Die in diesem Laboratorium seit liingerer Zeit bearbeitete 
Aufgabe, den Kohlehydratabbau in Hefe und in tierischen Or- 
ganen vom enzymatischen Standpunkt aus zu vergleichen, macht 
es notwendig, auBer den einzelnen enzymatischen Komponenten 
des Kohlehydratstoffwechsels auch diejenigen nicht enzyma- 
tischen Biokatalysatoren zu studieren, welche als Oxydations- 
katalysatoren, besonders an den Endstufen des Atmungsvorganges 
beteiligt sind. 

Der Kohlehydratabbau in Tier und Pflanze beginnt mit 
Oxydoreduktionen (Dismutationen) unter Beteiligung der Phos- 
phorsiiure als Hexose-phosphorsiureester. Erst nach weitgehen- 
den Verinderungen der zu verbrennenden Hexosen scheint bei 
Sauerstofizugang die eigentliche Oxydation ihrer Spaltprodukte 
einzusetzen, an welcher auBer besonderen Enzymen die Atmungs- 
pigmente beteiligt sind. 


1) Euler u. Fink, Diese Zs. Bd. 164, 8. 69 (1927). 





~~ 








~~ 
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Zu den zweifellos interessantesten Atmungspigmenten ziihlt 
das Cytochrom, das Keilin?) von neuem entdeckt hat, nach- 
dem die Fortschritte, die sich an Mac Munns?) Untersuchungen 
iiber Myohimatin hitten anschlieBen kénnen, durch die ab- 
lehnende Kritik von Hoppe-Seyler’) fiir lange Zeit auf- 
gehalten worden waren. 

Die Beteiligung des Cytochroms ebenso wie die des Hiimo- 
globins diirfte also erst in spiiteren Stadien des Kohlehydrat- 
abbaues einsetzen, nachdem durch Oxydoreduktion (intra- 
molekulare Verschiebungen des Oxydationspotentiales) die nie- 
deren Spaltprodukte erzeugt worden sind, 

Die gleiche Beschriinkung diirfte hinsichtlich der Rolle 
des Kisens bei der Atmung iiberhaupt bestehen. 

An die Keilinsche Entdeckung und an die quantitativen 
Cytochromstudien kniipfen sich mehrere biochemisch und bio- 
logisch interessante Fragen. 

Unter den biochemischen Problemen ist besonders das zu 
erwihnen, ob die Wirkungen des Cytochroms auf besondere 
Substrate beschriinkt sind, und ob also bei héheren Tieren 
neben dem Himoglobin das Cytochrom besondere Substrate 
oxydativ angreift; ferner unter welchen Sauerstoffdrucken bzw. 
Oxydationspotentialen das Cytochrom arbeitet. 

In biologischer Hinsicht ist wohl die phylogenetische Frage 
von besonderem Interesse, ob das Cytochrom als eine Entwick- 
lungsvorstufe des Hiimoglobins aufzufassen ist, und ob es sich 
durch das Auftreten besonderer Substrate und Biokatalysatoren 
zum Himoglobin entwickelt hat. 


I. Die Lichtabsorption des Cytochroms in frischer und 
trockener Hefe. 

Keilin hat den Ubergang des Cytochroms in die oxy- 
dierte Form und deren Wiederreduktion im Spektroskop beob- 
achtet. Er beschreibt dieses anschauliche Oxydationsexperiment 
folgendermaBen: 


rere 


1) Keilin, Proce. Roy. Soc. Bd. 98, S. 312 (1925). 

2) Mac Munn, Phil. Trans. Bd.177, 8.267 (1886); Diese Zs. Bd. 13, 
S. 309 (1889); Bd. 14, S. 328 (1890). 

8) F. Hoppe-Seyler, Diese Zs. Bd. 14, S. 106 (1890). 
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ylhe absorption spectrum with four characteristic bands 
corresponds to the reduced state of cytochrome, while the spec- 
trum of the pigment in its oxidized state ... shows no distinct 
absorption bands, but only a very faint shading extending 
between 520—540 and 550—570 uu. The oxidation and re- 
duction of the pigment can be easily observed in yeast. If a 
shallow tube is half-filled with a suspension of bakers’ yeast 
in water and the suspension then examined with the Zeiss 
microspektroskop, the four absorption bands may be clearly 
seen; but when the air is rapidly bubbled through the sus- 
pension the cytochrome becomes oxidized and the bands dis- 
appear. If the current of air is stopped the pigment becomes 
reduced and the four bands rapidly reappear. 

Dieses interessante Experiment konnten wir ebenfalls mit 
dem Nordlichtspektrographen in Form von Spektrophotogrammen 
festhalten, die mit dem Siegbahnschen Registrierapparat als 
Schwarzungskurven ausgewertet und mit Hilfe der Keilkopien 
in Intensititskurven verwandelt wurden. 

In Vorversuchen wurden die giinstigsten Bedingungen fiir 
die Aufnahme ermittelt, wie Konzentration der Hefensuspension, 
Kiivettendicke, Intensitiét und Abstand der Lichtquelle, Spalt- 
breite am Spektrographen, Belichtungsdauer, Art und Dauer 
der Entwicklung. 

Brauchbare Spektrogramme von Hefesuspensionen, die alle 
Streifen des Cytochroms in Oberhefe deutlich zeigen, konnten 
wir erhalten, wenn die Hefe mit derselben Gewichtsmenge Wasser 
gemischt, in einer verschlieBbaren 4,5 mm-Kiivette direkt vor den 
Spalt des Instrumentes bei 0,05 mm Spaltbreite gestellt wurde 
und die Belichtungszeit 60—90 Sek. betrug. Das mit Uber- 
spannung (7 Volt, 20 Amp. statt 6 Volt, 19 Amp.) gliihende Band 
der Philip-Bandlampe (18cm vom Spalt entfernt) wurde mit 
einem Ica-Monopolkondensor von 5cm Brennweite auf dem 
Spalt abgebildet, so daB man in der Kiivette eine intensiv 
leuchtende Scheibe der Hefesuspension erhielt. Deutlich wahr- 
nehmbare Erwirmung der Suspension trat dabei auch bei 
lingerer Bestrahlung, als zur Exposition notwendig war, nicht ein. 

In manchen Fallen erwies sich der von Schumm 
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empfohlene Zusatz von Glycerin zur Hefensuspension als sehr 
zweckmiabig, da er die Durchsichtigkeit erhéhte und so die 
Belichtungszeit herabminderte. 

Bei der Aufnahme des oxydierten Hefecytochroms bereitete 
es anfangs Schwierigkeiten, die Hefe wiihrend der etwa 1 Min. 
dauernden Belichtung in der oxydierten Form zu erhalten. 
Es wurde durch die sich in der Kiivette befindliche Suspen- 
sion Sauerstoff unter hohem Druck aus einer Capillare gepreBt. 
Der in feinen Blasen auf der einen Seite aufsteigende Gas- 
strom versetzte die Suspension in kreisende Bewegung, so dab 
in der Mitte der Kiivette eine geniigend grobe Fliche frei 
von Gasblasen war, um diese Stelle vor den Spalt zu bringen. 

Auf diese Weise konnten wir das Reduktionsspektrum 
nicht vollstindig zum Verschwinden bringen, auch nicht durch 
Verstiirkung der Sauerstoffzufuhr, was Uberschiiumen der Hefe 
zur Folge hatte. 

Wesentlich giinstiger zur Erzielung des reinen Oxydations- 
spektrums erwies sich der Zusatz von H,O,, der schon von 
Keilin bei einigen Versuchen benutzt worden ist. Das unter 
dem EKinfluB der Hefenkatalase allmihlich zerfallende H,0O, 
liefert wihrend einiger Zeit nascierenden Sauerstoff, der Cyto- 
chrom vollstiindig in die oxydierte Form iiberfiihrt. Ist das 
Superoxyd verbraucht, so erscheint im Spektroskop wieder die 
reduzierte Form in kaum geschwiichter Deutlichkeit. 

Der Zusatz von Glycerin verliingerte die Zeit, die bis 
zum Wiedererscheinen des Reduktionsspektrums verstrich, bot 
also auch in dieser Hinsicht gewisse Vorteile. 

Zur Festlegung der Wellenliinge wird auf jede Platte als 
erste Aufnahme das Spektrum einer Hg-Bogenlampe aul- 
genommen. Dabei belichten wir so, daB& auch die feineren 
Hg-Linien noch deutlich sichtbar werden, was etwa 10 Min. 
in Anspruch nimmt, wenn der Kolimatorspalt (0,01 mm) etwa 
30cm von der Lampe entfernt ist. 

Aufnahme 2 und 3 sind Kopien eines Graukeiles von etwa 
50 mm Liinge, dessen Schwirzungskonstante zuvor zu 0,26 er- 
mittelt worden ist. Die Belichtung fiir die beiden Keilkopien ist so 
gewihlt, daB auf der entwickelten Platte alle auf den folgenden 
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Spektralaufnahmen vorkommenden Schwirzungsgrade sich auf 
den Keilbildern vorfinden und damit veiglichen werden kénnen. 

Durch diese Abbildung von Hg-Spektrum und Keil auf 
jeder Platte werden wir von allen iibrigen Einfliissen, wie Ent- 
wicklung und Fixierung, unabhingig und jede Platte stellt fiir 
sich ein einheitliches, definiertes Ganzes dar. 

Die iibrigen fiinf freien Platze (4-—8) stehen nun fiir Spek- 
tralaufnahmen zur Verfiigung. 

Die benutzten panchromatischen Platten (Wellington, 
Spektrum) besafen hinreichende Rotempfindlichkeit (bis etwa 
7500 A.-E.). Die starke Gelbfilterwirkung der Hefesuspensionen 
hatte Uberbelichtung im Rot, Unterbelichtung im Blau und 
Griin zur Folge. Zu starke Kontraste wurden vermieden durch 
reichliche Belichtung und weiche, alkalifreie Entwicklung. 


Spektralaufnahmen von frischen Hefen. 


Platte 14/2 (Fig. la—c, 2au.b). Aus Oberhefe R wurde 
eine Suspension aus 1 Teil Hefe und 1 Teil Wasser bereitet. 
Die Suspension wurde aufgenommen in 4,5 mm Schicht bei Spalt 
0,05 mm und 90 Sek. Belichtungszeit. Die Stromstirke, 20 Amp. 
und Spannung 7 Volt wurde konstant gehalten. Die Kurven sind 
Intensitiitskurven, erhalten aus den registrierten Schwirzungs- 
kurven durch Uberfiihrung in Intensitiitswerte (vgl. S. 19). 

4. Spektrum der Oberhefensuspension. Reduzierte Form des 
Cytochroms (Fig. 1a). 

5. Oxydierte Form durch Zusatz von H,O, (Fig. 1b). 

6. Nach Verbrauch des Superoxyds (3 Min. Stehen) tritt wieder 
die reduzierte Form auf (Fig. 1¢). 

7. Dieselbe Oberhefe R im Verhiltnis 1:1 in glycerinhaltigem 
Wasser(10°/,) suspendiert, Sonst gleiche Aufnahmebedingungen 
wie 4., jedoch nur 60 Sek. belichtet (Fig. 2a). 

8. Oxydierte Form durch Zusatz von H,Q, zu 7 (Fig. 2b). 

Platte 16/2. Aus Unterhefe H wurde eine Suspension 
mit derselben Menge Wasser bereitet. Aufnahmebedingungen 


dieselben wie bei 14/2. 
4, Intensititskurve des Spektrums der Unterhefensuspension. Redu- 
zierte Form des Cytochroms (Fig. 4a). . 
6. Dieselbe Unterhefe H im Verhiiltnis 1:1 mit glycerinhaltigem 
Wasser (10°/,) suspendiert. Nur 60 Sek. belichtet. Reduzierte 
Form des Cytochroms (Fig. 3a). 
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7. Oxydierte Form durch Zusatz von H,O, (Fig. 3b). 
8. Oberhefensuspension 1:1 zum Vergleich mit Unterhefe wie 4 


(Fig. 4b). 

Platte 12/2. Um auch den Verlauf der Absorptionskurve 
im Rot zu kennen, wurde noch einmal eine Oberhefensuspen- 
sion 1:1 in 10°/,igem Glycerinwasser aufgenommen unter 
gleichen Bedingungen wie Platte 14, jedoch mit 60Sek. Be- 
lichtungszeit bei 19 Amp. und 6,5 Volt. Auch die Entwick- 
lungszeit wurde kiirzer gewihlt, so daB die maximale Schwir- 
zung auch fir Rot innerhalb des MeBbereiches lag. 


4. Reduzierte Form (Fig. 5a). 
5. Oxydierte Form (Fig. 5b). 


Spektralaufnahmen von Trockenhefen. 


Weiterhin wurde das Cytochrom in Hefetrockenpriparaten 
untersucht. Es wurden die Absorptionsspektren von Suspen- 
sionen von Ober- und Unterhefetrockenpriparaten unter Be- 
riicksichtigung des Trockensubstanzgehaltes vergleichend auf- 
genommen. Gleichzeitig photographierten wir die entsprechen- 
den frischen Hefen und zwar auch so, daB die Suspensionen 
etwa gleich viel Hefe enthielten. 

5 g Trockenoberhefe vom Trockengewicht 93,7°/, und 5,27 g 
Trockenunterhefe vom Trockengewicht 88,7°/, wurden mit 17 ccm 
bzw. 16,7ccm Wasser versetzt und diese Suspension fiir die 
Aufnahme im Verhiltnis 1:1 mit H,O verdiinnt. 

Diesen Suspensionen entspricht eine Aufschlammung von 
16,7 g frischer Ober- bzw. Unterhefe mit 5,3 com H,O, deren 
Trockengehalt mit 28°/, in Rechnung gesetzt worden ist. Auch 
hier wurde zur Aufnahme im Verhiltnis 1: 1 mit Wasser verdiinnt. 

Platte 6/4. Unter sonst gleichen Bedingungen wurden 
bei 6,9 Volt und 19,5 Amp. 120Sek. lang folgende Aufnabmen 
belichtet, die als Intensitiitskurven wiedergegeben sind. 

4. Suspension von frischer Oberhefe (Fig. 6a). 


5. ‘ ms ™ Unterhefe (Fig. 7a). 
6. m ,, Trockenoberhefe (Fig. 6b). 
: i , Trockenunterhefe (Fig. 7b). 


Wie mit frischen Hefen, so konnte auch mit Trocken- 
priparaten, besonders von Oberhefe, das obige Oxydations- 
experiment mit Wasserstofisuperoxyd ausgefiihrt werden. 
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Tabellen zu den Hefekurven (Fig. 1—7). 
Platte 14/2. 














Hy) | 








log J ausgedriickt in 
em Keilliingen 


4 











” o- om —— 
7 | 
4720 4,81 | 
4810 433 | 
4910 415 | 
4980 4,07 | 
5020 4,02. 
5055 3,98 | 
5100 3,96 | 
5150 3,95 | 
5200 3,90 
5250 3,92 
5320 3,92 
5380 3,96 
5410 4,00 
5430 4,02 
5490 4,02 
5510 3,85 | 
5540 3,62 | 
5570 3,38 
5600 3,21 
5635 8,21 
5670 3,33 
5700 3,35 
5780 8,25 
5850 3,10 
5930 2,80 
6000 255 | 
6100 2,33 | 
6150 185 | 
6200 we | 
6300 175 | 
6390 138 
6400 075 
6500 0,38 | 
6630 0,25 | 
7190 0,00 | 
7250 0,38 | 
7330 0,50 | 
7400 0,75 
7500 1,75 








| log J ausgedritckt in 





mi 
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Platte 16/2. 
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5400 
5440 
5480 
5520 
5580 
5620 
5650 
5670 
5690 
5700 
5730 
5755 
5800 
5900 
5950 
6000 
6090 
6140 
6195 
6250 
6310 
6390 
7000 
7200 
7400 
7500 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXIX, 


log J ausgedriickt in 


em Keillinge 














1,13 
3,00 
4,30 
5,81 





3,27 
3,18 
2,00 
1,07 
0,67 
0,30 
1,13 
8,00 
4,30 
5,31 





log J ausgedriickt in 
em Keilliinge 


l 
| 
} 


| 
} 





= 
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Platte 12/2. 





mn 
in A.-E. 





log J ausgedriickt in 
em Keilliinge 








A 


in A.-K. 


log J ausgedriickt in 


em Keilliinge 














+ | i) 4 5 
4520 6,35 on 5710 4,30 _ 
4630 5,75 - 5740 4,13 4,23 
4760 5,45 0,90 5800 3,80 4,05 
4840 5,35 5,70 5830 3,68 3,82 
4910 5,30 5,61 5930 8,54 3,70 
4990 5,30 5,59 6000 = 3.56 
5030 5,30 0,90 6050 3,04 3,48 
5100 5,37 5,50 6100 3,51 8,38 
5160 5,43 5,45 6190 3,20 3,20 
5230 5,48 5,39 6240 3,05 3,10 
5300 5,38 5,38 300 2,71 2,96 
5380 5,25 5,27 6480 2,34 2,66 
5405 5,05 5,16 6620 2,10 2,24 
5430 4,85 5,08 6840 2,70 2,70 
5480 4,73 4,87 7020 3,08 8,08 
5490 4,70 — 7130 3,42 3,42 
5500 4,73 4,70 7300 8,85 3,85 
5550 4,89 459 7400 4,22 4,22 
5610 4,75 4,41 71450 4,55 4,55 
5650 4,53 4,32 7500 5,10 5,10 
5700 4,48 4,32 
Platte 6/4. 
fet : log J ausgedriickt in em Keilliinge 
A in A.-E. eases 
4 5 | 6 7 
4400 st 5,22 ee w 
4450 va 5,00 a : 
4490 asi 4,87 jas 
4560 5,30 4,94 : a 
4610 5,05 4,17 5,21 és 
4660 4,80 3,96 4,78 ome 
4710 4,70 3,80 456 = 
4750 4,63 3,74 4,48 
4800 4,56 3,70 4°45 
4870 4,53 3,70 4,40 
4980 4,48 3,10 4,35 ~ 
5000 4,40 8,62 4,26 _ 
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Platte 6/4 (Fortsetzung). 





log J ausgedriickt in cm Keillinge 
4 in A.-E, 
4 | 4) 6 7 

5100 4,24 3,35 4,14 

5150 4,18 3,22 4,05 “ 

5230 4,13 3,04 3,96 5,30 
5280 8,92 — 3,92 - 4,94 
5300 3,83 2.78 3,83 4.79 
5340 3,66 — 3,66 4.65 
5370 3,48 2.61 3,48 4,50 
5450 3,17 2,18 3,17 4,23 
5500 3,04 2,05 3,04 3,90 
5560 3,13 2,05 3,13 3,86 
5600 3,36 2.05 3.44 3,79 
5650 3,10 2,05 3,22 3.56 
5700 2,74 1,92 2 96 - 

5730 2,62 _ 2,78 3,26 
5770 2,30 1,30 | 2.52 

5810 1,91 ~ | 2,26 2,96 
5870 1,74 1,30 | 2,04 — 

6150 1,30 0,87 1,91 217 
6250 0,87 1,74 1,91 
6700 0,47 0,47 | 0,87 1,39 
6900 0,70 0,70 | 1,04 1,71 
7100 0,87 0,87 1,48 

7200 1,44 1,44 1,87 2,32 
7350 2,16 2.16 2.52 2,77 
7450 2,61 2,61 2,96 3,14 
7500 2,96 2,96 3,35 3,66 








Auswertung der Spektrogramme. 


Die Schwirzungen der mit dem Nordlichtspektrographen 
aufgenommenen Spektren von Hefesuspensionen, Pyridinextrakten 
aus Hefe und Himochromogenlésungen in verschiedenen Kon- 
zentrationen wurden im Siegbahnschen Mikrophotometer!) re- 
gistriert. Die Registrierurgen wurden auf photographischem 
Papier ausgefiihrt und gleichzeitig ein 5 mm-Netz einkopiert, 
um die Verzerrung des Papiers bei der weiteren Behandlung 


') Siegbahn, Phil. Mag. Bd. 48, 8. 217 (1924). 
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Platte 14/2. 
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Fig. 1b. 


Kurve 4 zeigt die Lichtabsorptionskurve fiir Oberhefe in Intensitsitswerten. 


Alle vier bei visueller Betrachtung fiir die reduzierte Form des Cytochroms charakte- 
ristischen Absorptionsstreifen (A = etwa 6040, B= etwa 5600, C = etwa 5490, D = etwa 
5190 A.-E.) sind in Form von Gipfeln oder Stufen in der Kurve zu erkennen. 
Kurve 5 zeigt die oxydierte Form des Cytochroms, 
nuierlichen Absorption der Hefesuspension ist nurmebr bei 5200—5400 A.-E. deutliche selek- 


Kurve 6. 


tive Absorption vorhanden. 
Ist aller Sauerstoff verbraucht, so tritt wieder die reduzierte Form auf. 


AuBer der im wesentlichen konti- 


Die 


Ausbuchtungen der Kurve sind nur wenig sehwicher, da die Suspension durch das Zuflgen 
von H,0, etwas verdiinnt worden war. 
Fig. 1d wird spiter besprochen werden (5S, 29), 
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Platte 14/2, 
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Kurve 7 und 8 zeigen auch wieder den Verlauf der Absorption im Spektrum 
P p 


fiir reduzierte und oxydjerte Form in Oberhefe, doch war hier durch Zusatz von Glycerin 
die allgemeine Absorption etwas herabgesetzt worden. 
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Die Absorptionskurven 6 und 7 sind mit Unterhefe mit Glycerinzusatz erhalten 


worden. Das Cytochrom ist bei 6 in reduzierter Form, bei 7 in oxydierter Form. Man 
sieht, daS die durch den Cytochromgehalt bedingte, selektive Absorption bei Unterhefe 
viel unbedeutender ist als bei Oberhefe, was auf visuellem Wege schon von Keilin be- 
Bemerkenswert ist besonders das Fehlen der Absorption im Orange 

bei 6040 A.-E. (Absorptionsstreifen A). 


obachtet worden ist. 
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Platte 16,2. Noch deutlicher geht dies hervor aus der Gegeniberstellung der Absorptions- 
kuryen yon Unterhefe 4 und Oberhefe 8. Auch hier ist die Absorption bei Unterhefe 


bei 6040 A,-E, nicht vorhanden. 
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atte 12,2. Kurven 4 und 5 zeigen nochmals cytochromreiche Oberhefe reduziert und oxy- 
diert, jedoch unter anderen Verhiltnissen aufgenommen, so da auch die Absorption im 


tot in das Koordinatensystem kam. 
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Platte 61V. Wie oben erwéhnt, haben wir auch noch die Spektren von Trockenhefen auf- 

genommen, deren Absorptionskurven denen von ftrischer Hefe gegeniibergestelit werden. 

Kurve 4—7. Kurve 4 ist fiir frische Oberhefe — die Konzentrationsverhiltnisse waren hier 

andere als bei den friheren Versuchen — Kurve 6 fiir getrocknete Oberhefe in einer ent- 

sprechenden Suspension. Man sieht, dal} das Cytochrom in Oberhefentrockenpriparaten 
(4 Monate alt) ebenso deutlich ist wie in Frischhefo. 
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Platte 61V. Ganz anders liegen hier die Verhiltnisse bei Unterhefe Kurve 5 und 7. Die 

schon in der frischen Unterhefe recht unbedeutende, auf Cytochrom zuriickzufihrende 

selektive Absorption, ist im Trockenpraparat kaum mehr zu erkennen. Das Cytochrom 
scheint bei Unterhefe beim Trocknen fast vollstandig verindert zu werden, 


zu kontrollieren. Von jedem Spektrophotogramm wurde eine 
Kurve erhalten, welche die Schwiirzung in jedem Teil des Spek- 
trums wiedergab. Mit Hilfe der auf jeder Platte vorhandenen 
Keilkopien konnten die Schwirzungskurven in Intensititskurven 
iibergefiihrt werden. Fiir jede solche Platte wurden die 
Apparatenkonstanten, besonders die Intensitaét der Lampe des 
Photometers wiihrend der Registrierungen der Spektra und 
Keilbilder konstant gehalten. 
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Fig. 8 zeigt eine Zu- 
sammenstellung von Kur- 
ven, die aus den Spektren 
und  Keilbildern auf 
Platte 18/V 1 (vgl. 8. 44) 
erhalten sind. In der 
linken Figur ist 8 die 
Registrierungskurve von 
Pyridin, 3 von Pyridin- 
Himochromogen; in der 
mittleren Figur Kurve 5 
ausgeblichener Hefen— 
Pyridinextrakt, 4 frischer 
Hefeextrakt. Die Ordi- 
naten sind hier Ausschlige 
des Registriergalvano- 
meters in Zentimeter, 
Abszissen sind fiir die 
Kurven der Spektren 
Wellenlangenin A.-E., fiir 
die Schwarzungskurve 
Keillangen in Zentimeter. 
Fiir die letztere gibt es 
auch einen anderen MaB- 
stab — nach oben ab- 
getragen — und zwar in 
log I, die gleich dem Pro- 
dukt: Keilkonstante x 
Keillingen sind. 

Die Ubertragung der 
Schwarzungskurvenin In- 
tensititskurven geschieht 
sowohl fiir die Hefeauf- 
nahmen wie fiir die spi- 
teren: Hamochromogen- 
aufnahmen in folgender 
Weise: Fiir eine gewisse 
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Wellenlinge wird die dazu gehérige Ordinate genommen, die 
also einem Ausschlag des Registriergalvanometers entspricht, 
und es wird der Punkt in der Schwirzungskurve mit diesem 
Ordinatenwert aufgesucht. Die Abszisse dieses Punktes gibt 
den Intensititswert fiir die genannte Wellenliinge an. Wenn 
man das Verfahren auf andere Wellenliingen anwendet, und 
die erhaltenen Intensitiitswerte in ein Koordinatensystem ein- 
trigt, so bekommt man die Intensitiitskurven, die Fig. 9 zeigen; 
Abszissen sind hier auch die Wellenliingen in A.-E., Ordinaten 
die obenerwihnten Intensitiitswerte. 
log/ 
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Fig. 9. 


Bei den Konzentrationsreihen von Pyridin—Himochromogen 
und den Pyridinextrakten aus Hefe ist das Verfahren noch 
erweitert worden. In diesem Falle haben wir ein Loésungs- 
mittel und Lésungsmittel + geléste Substanz. Im_ letzten 
Falle ist der frische Hefeextrakt als Lisungsmittel + geliste 
Substanz betrachtet worden und derselbe nach dem Ausbleichen 
als Lésungsmittel. 

Wie Fig. 8 zeigt, sind die Kurven fiir Lésung und Lésungs- 
mittel so ineinander gezeichnet, daB sie einen gemeinsamen 
WellenlingenmaBstab als Abszisse haben. Fiir eine bestimmte 
Wellenlinge, in unserem speziellen Fall 557mm sind die 
Ordinaten der beiden Kurven in Betracht gezogen und die 
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ven, die aus den Spektren 
und  Keilbildern auf 
Platte 18/V 1 (vgl. 8. 44) 
erhalten sind. In der 
linken Figur ist 8 die 
Registrierungskurve von 
Pyridin, 3 von Pyridin- 
Himochromogen; in der 
mittleren Figur Kurve 5 
ausgeblichener Hefen— 
Pyridinextrakt, 4 frischer 
Hefeextrakt. Die Ordi- 
naten sind hier Ausschlage 
des  Registriergalvano- 
meters in Zentimeter, 
Abszissen sind fiir die 
Kurven der Spektren 
Wellenlangenin A.-E., fiir 
die Schwirzungskurve 
Keillingen in Zentimeter. 
Fiir die letztere gibt es 
auch einen anderen MaB- 
stab — nach oben ab- 
getragen — und zwar in 
log I, die gleich dem Pro- 
dukt: Keilkonstante x 
Keillingen sind. 

Die Ubertragung der 
Schwarzungskurven in In- 
tensitatskurven geschieht 
sowohl fiir die Hefeauf- 
nahmen wie fiir die spi- 
teren © Himochromogen- 
aufnahmen in folgender 
Weise: Fiir eine gewisse 
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Wellenlinge wird die dazu gehérige Ordinate genommen, die 
also einem Ausschlag des Registriergalvanometers entspricht, 
und es wird der Punkt in der Schwirzungskurve mit diesem 
Ordinatenwert aufgesucht. Die Abszisse dieses Punktes gibt 
den Intensititswert fiir die genannte Wellenliinge an. Wenn 
man das Verfahren auf andere Wellenlingen anwendet, und 
die erhaltenen Intensitiitswerte in ein Koordinatensystem ein- 
tragt, so bekommt man die Intensitiitskurven, die Fig. 9 zeigen; 
Abszissen sind hier auch die Wellenliingen in A.-E., Ordinaten 
die obenerwihnten Intensitiitswerte. 
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Bei den Konzentrationsreihen von Pyridin—Himochromogen 
und den Pyridinextrakten aus Hefe ist das Verfahren noch 
erweitert worden. In diesem Falle haben wir ein Lésungs- 
mittel und Loésungsmittel + geléste Substanz. Im_ letzten 
Falle ist der frische Hefeextrakt als Lisungsmittel + geléste 
Substanz betrachtet worden und derselbe nach dem Ausbleichen 
als Lésungsmittel. 

Wie Fig. 8 zeigt, sind die Kurven fiir Lésung und Lésungs- 
mittel so ineinander gezeichnet, dab sie einen gemeinsamen 
WellenlingenmaBstab als Abszisse haben. Fiir eine bestimmte 
Wellenlinge, in unserem speziellen Fall 557mm sind die 
Ordinaten der beiden Kurven in Betracht gezogen und die 
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Punkte auf der Schwirzungskurve mit eben diesen Ordinaten 
aufgesucht worden. Die Differenzen zwischen den den Punkten 
entsprechenden Abszissen werden in ein neues Koordinaten- 
system als Ordinaten abgetragen, wo die Abszissen wieder die 
Wellenliingen bedeuten. Man erhilt so Kurven von Inten- 
sitiitsdifferenzen (4d log J), die aus der Fig. 10 hervorgehen. 

Bei den oben wiedergegebenen Intensitiitskurven fiir Hefe 
sind die Mafstiibe, sowohl die Ordinaten als die Abszissen nicht 
in allen Figuren gleich, jedoch stimmen sie fiir die Kurven ein 
und derselben Platte iiberein; in allen Figuren sind fir die 
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Die letzten beiden Figuren zeigen die resultierenden Absorptionskurven fiir Pyridinhamo- 
chromogen (linke Kurve) und Hefenhimochromogen (rechte Kurve), letzteres aus Oberhefe, 
Man sieht hier deutlich den Unterschied zwischen beiden, der hauptsichlich darin besteht, 
da teim Hefenhimochromogen ein weiteres Absorptionsmaximum beid840 A.-E, vorhanden ist. 


Wellenlingen je 500 A.-E. ausgezogen, je 100 A.-E. nur markiert 
und fiir die Logarithmen der Intensititen sind je 7/,, ausgezogen. 
Da die absoluten Intensititswerte ganz gleichgiiltig sind 
und nur die Intensitiitsverhiltnisse in Betracht kommen, kann 
man einen willkiirlichen Punkt wihlen und dessen Intensitiit 
einer Konstante (log J,) gleichsetzen und von dort aus die 
Intensitiit nach links fiir jeden Zentimeter Keillinge mit einer 
GréBe gleich der Keilkonstanten abnehmen lassen. | 
Die Werte fiir obige Kurvenserie finden sich in folgender 
Tabelle. Die Ordinatenwerte sind hier angegeben in Zenti- 
meter Keillinge. Fiir die Kurven wurden aber diese in In- 
tensitiitswerten ausgedriickt. Letztere ergaben sich, wie oben 
erwiihnt, ohne weiteres durch Multiplikation der Tabellenwerte 
mit der Keilkonstante 0,26. 
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Platte 18/V 1. 





i 
in A.-E. 


4810 
4860 
4910 
4970 
5000 
5050 
5110 
5150 
5190 
5210 
5240 
5290 
5310 
5400 
5430 
5470 
5550 


5600 
5630 
5680 
5700 
5810 
5940 
6050 
6340 
6550 
6800 
7100 
7300 





7500 
Wie 


aus dem 


Cytochrom schlieBen. 


log J ausgedriickt in 
em Keillinge 


4 a 
3,70 3,70 
3,60 3,60 
3,40 3,40 


310 2,97 
2,97 2.89 
2,99 2,83 
2,93 | 2,73 
2,92 | 2,64 
2,85 | 2,57 
2,70 | 2,48 
2,57 | 2,40 
2,33 | 2,18 
2,24 | 2,06 
2,42 1,97 
2,69 | 1,82 
2,66 1.78 
2,43 1,98 
2,04 | 1,52 
1,76 1,45 
1,08 1,21 
1,57 1,24 





21% | 19 


Diff. 4—5 


0,13 
0,08 
0,12 
0,20 
0,28 
0,22 
0,22 
0,17 
0,15 
0,18 
0,45 


0,87 


0,88 
0,85 
0,52 
0,31 
0,37 
0,3: 

0,30 
QO.15 








log J ausgedriickt in 
A em Keilliinge 
in A.-E. 
3 s Diff. 3—8 
4980 | 2,24 218 0,06 
5080 12.30 2.08 0,22 
5120 2,36 2.00 0,36 
5190 242 1.94 0,48 
3250 2.39 | 1,76 0,63 
5290 2.22 | 1,39 0,83 
5310 185 = 1,66 0,19 
5400 1.76 1,61 O15 
5420 1,82 | 1,51 0,31 
9490 2,42 | 1,39 1,03 
5D10 2,95 1,3] 1,64 
5570 3,18 1,31 1,87 
5600 | 2,66 1,27 1,39 
5630 1,76 | 0,91 0,85 
5690 1,39 | 1,06 | 0,33 
6000 1,20 | 0,60 0,60 


Entnimmt man die Werte 
fiir log J der Fig.8 8.24, so 
kommt man (infolge kleiner 
Verschiebungen in der Re- 
produktion) zu etwas abwei- 
chenden Zahlen. Die in obiger 
Tabelle angegebenen Werte 
sind die richtigen und aus 
ihnen ist spiiter (S. 44) der 
Himochromogengehalt __ be- 
rechnet. 


aus den spiiteren Resultaten hervorgeht, kann man 
Gehalt einer Hefe an mit Pyridin extrahierbarem 
Himochromogen nicht ohne weiteres auf ihren Gehalt an 
Da letzteres bisher nicht in genuiner 


Form von der Zelle abgelést werden konnte, sind wir tber 
seinen Aufbau noch wenig unterrichtet. Es kann noch nichts 
sicheres ausgesagt werden iiber die Komponente, an die die 
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Kisenpyrrolgruppe gekniipft ist und auch nichts dariiber, in 
welcher Weise und in welchen Verhiltnissen die beiden Kom- 
ponenten gebunden sind. Von einer einfachen quantitativen 
Bestimmung des Cytochroms, etwa ahnlich der des Himoglobins 
im Blut sind wir deshalb noch entfernt. 

So gut wie sicher besteht aber Proportionalitét zwischen 
der Deutlichkeit der Absorptionsstreifen, die die reduzierte 
Form anzeigen, und dem Pigmentgehalt in Hefe. Aus unseren 
Intensititskurven geht besonders deutlich hervor, daB die selek- 
tive Absorption der oxydierten Form des Hefecytochroms 
iuBerst unbedeutend ist. Hier ist nur die im wesentlichen 
kontinuierliche Lichtabsorption der Hefesuspension vorhanden, 
auBer dem schwachen Absorptionsband bei 5200—5400 und 
5500—5700 A.-E, 

Um nun einen einigermaBen quantitativen Anhalt iiber den 
Cytochromgehalt einer Hefe oder eines cytochromhaltigen Ge- 
webes zu gewinnen, wenn auch zunichst in einer noch will- 
kiirlichen Kinheit, halten wir den folgenden Weg fiir gangbar. 

Man betrachtet eine Hefensuspension mit vollig oxydiertem 
Cytochrom als ,,Lésungsmittel* und dieselbe Suspension mit 
dem vollstiindig reduzierten Pigment') als ,,Lésungsmittel + 
gelistem Stoft. 

Stellt man nun von beiden nach unserer Methode Spektro- 
photogramme her und zeichnet die erhaltenen Intensitatskurven 
ineinander in dasselbe Koordinatensystem, wie das z. B. fiir 
Himochromogen und Pyridin in Fig. 8 geschehen ist, so kann 
man fiir eine bestimmte Wellenlinge, die Differenz 4log J 
zwischen der Intensitiit von ,,.LLésungsmittel + geléster Stoff 
und ,,Lésungsmittel® nehmen, mit anderen Worten Zahlen- 
werte fiir die selektive Absorption des Cytochroms in seiner 
reduzierten Form erhalten. 

Diese Bestimmungsweise kann zum mindesten dazu dienen, 
einen zahlenmiiBigen Vergleich zwischen dem Pigmentgehalt 
zweier Oberhefen durchzufiihren. 

1) Da es hier darauf ankommt, da8 alles Cytochrom in reduzierter 
Form vorliegt, diirfte es sich empfehlen, der Hefesuspension Spuren von 
KCN oder Natriumpyrophosphat zuzusetzen (vgl. Keilin, a. a. O. 8. 320). 
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Gleichzeitig soll verfolgt werden, wie die Atmungsleistung — 
gemessen im Warburgschen Respirometer — sich in Beziehung 
setzt zu den J log /-Werten bzw. der Cytochromkonzentration 
der Hefe, da ja vieles dafiir spricht, daB dem Cytochrom im 
Gesamtkomplex der Oxydationsvorgiinge die spezielle Aufgabe 
zufallt, den molekularen Sauerstoff der Luft aufzunehmen und 
den Sauerstoff verbrauchenden Reaktionen in geeigneter Form 
zuzufiihren. 


Bei derartigen vorwirts tastenden Arbeiten lieBe sich 
vielleicht versuchen, den Cytochromgehalt einer Hefe aus- 
zudriicken durch die Formel 





log J, — log J, _ A log J 
Trockengew. ‘T'rockengew. ’ 


wobei 4 log J die Differenz zwischen der Intensitit (log /,), der 
reduzierten Form und Intensitit (log /,) der oxydierten Form 
fiir ein giinstig gewihltes Absorptionsmaximum der reduzierten 
Form ist. Dabei spielt es keine Rolle, ob der Wert fiir 4 log J 
positiv oder negativ wird.?) 

Vielleicht kann es auch gewisse Vorteile bieten, statt 4 log -/ 
die Flache zwischen den beiden Intensitiitskurven als ein Mab 
der selektiven Absorption zu nehmen. 


Fiir die experimentelle Ausfiihrung der Bestimmung ist 
es notwendig, alle Apparatekonstanten fiir die Ermittlung der 
beiden Intensitiitskurven weitgehend konstant zu halten. 


Die Oxydation mu8 durchgefiihrt werden entweder mit 
Sauerstoff oder Wasserstoffsuperoxyd, jedoch so, dab keine 
Konzentrationsinderung eintritt. Im letzteren Falle wire so 
vorzugehen, da man zuerst die oxydierte Form unmittelbar 
nach Zufiigen von H,O, photographiert und die reduzierte 
Form erst dann, wenn alles Oxydationsmittel verbraucht ist. 
Festgestellt wird dieser Zeitpunkt durch spektroskopische Be- 
obachtung der Suspension mit einem Taschenspektroskop. 


Wir hoffen, diesen Weg erfolgreich ausarbeiten zu kénnen. 





1) Vgl. Fig. 1d. 
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Cytochrom und Katalase in Trockenhefen. 


Aus dem durch die Fig. 6 u. 7 gegebenen Vergleich zwischen 
den Intensitétskurven von frischen und getrockneten Hefen 
geht deutlich hervor, daB bei unserer Oberhefe R das Cyto- 
chromspektrum durch das Trocknen kaum geschwiicht wurde. 

Da das Oxydationsexperiment mit Wasserstoffsuperoxyd 
bei trockener Oberhefe wiederholt durchgefiihrt werden kann, 
was auch Keilin schon gezeigt hat, ist anzunehmen, daf das 
Cytochrom auch in seiner Funktion durch den TrockenprozeB 
nur wenig geschidigt wird. 

Anders liegen die Verhiltnisse bei Unterhefe. Wie aus 
den Aufnahmen und den erhaltenen Absorptionskurven hervor- 
geht, zeigt unsere Unterhefe eine selektive Absorption, die 
nach ihrer Stiirke betraichtlich hinter derjenigen der Oberhefe 
zuriickbleibt und auch bzgl. der Lage im Spektrum nicht un- 
bedeutend abweicht. Vergleicht man aber Spektrogramme und 
Intensitiitskurven von frischer und getrockneter Unterhefe, so 
fallt auf, daB die selektive Absorption beim Trocknen nicht 
unbedeutend geschwiicht worden ist. 

In diesem Zusammenhang war es von Interesse, die Kata- 
lasewirkung der untersuchten Trockenpriparate zu vergleichen. 
Tatsiichlich erwies sich das Oberhefenpriparat als bedeutend 
aktiver. Beide Priparate waren etwa 4 Monate alt. 








Oberhefe Unterhefe 
Tw " 6 ry O/ rT’ > > > Oo 
Minuten | __\- Soeee. Sy) _ _ e 
KMnO,-Ver- 3 4 KMn0O,-V er- % 4 
ie: k ? 10 * : | k ° 10 
ll brauch in cem , brauch in a 
0 11,15 11,15 
i, 10,90 11,15 
4 9,75 | 146 11,10 5 
12 1,42 | 11,05 
30 4,35 | — 
52 — | 11,00 











Die Katalasewirkung der Trockenunterhefe war duBerst 


gering. 
Durch die Untersuchung von Euler und Blix?) ist fest- 


1!) Euler u. Blix, Diese Zs. Bd. 105, 8. 83 (1919). 
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gestellt, daB der Katalasegehalt von Hefe und anderem Enzym- 
material durch verschiedene Einfliisse wie Erhitzen und Trocknen 
und besonders auch durch verschiedene Narcotika zuweilen be- 
trichtlich gesteigert werden kann. Nach unserem Ergebnis 
scheint jedoch Oberhefe durch Trocknen in héherem Grade akti- 
viert zu werden als Unterhefe; denn der Katalasegehalt ist nach 
diesen Autoren etwa gleich fiir frische Ober- und Unterhefe. 

Auber den beiden Priiparaten untersuchten wir noch eine 
Reihe weiterer Trockenhefen verschiedenen Alters. Hier war 
der Effekt nicht immer ebenso deutlich, doch wurde in allen 
Fallen die Katalasewirkung der Trockenoberhefe stiirker ge- 
funden als bei Trockenpraiparaten von Unterhefe, was z. B. 
aus folgender T'abelle hervorgeht. 


Die Trockenpriiparate waren 10 Tage alt. 














Oberhefe Unterhefe 
Minuten |__(Prockengew. 87,0°/) (Trockengew. 93,0°/0) 
KMnO,-Ver- i:-104 IK MnU,-Ver- Je 104 
brauch in cem brauch in ecem 
0 11,15 11,15 
le 10,90 11,0 
4 8.56 293 10,45 71 
12 5.00 9.55 
30 1,65 8,00 











Das Oberhefenpriiparat 
aktiv. 


war ungefahr viermal stirker 


In einem weiteren Falle war ein 24 Stunden getrocknetes 
Praparat von Oberhefe nur um etwa 20°/ 
behandelte Unterhefe. 


Wir wollen aus diesen Resultaten noch keinen Schlub in 
der Richtung ziehen, daB eine nahe Beziehung zwischen Deut- 
lichkeit des Cytochromspektrums und dem Katalasegehalt in 
Trockenhefen besteht, dazu miiBte noch ein viel gréferes 
Untersuchungsmaterial vorliegen, umso mehr als gerade die 
Steigerung der Katalasewirkung, wie sie von Euler und Blix 
beobachtet wurde, in ihren Ursachen noch ein wenig geklirter 
Vorgang ist. 


» aktiver als ebenso 
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Aus den Arbeiten von Kuhn und Brann!) geht hervor, 
daB nur hauptsichlich dem Himin, nicht aber dem Himoglobin 
Katalaseeigenschaften zukommen. Letzteres wirkt dagegen 
bekanntlich wie eine Peroxydase.”) FaBt man die bisherigen 
Ansichten und Resultate iiber die Zusammensetzung des Cyto- 
chroms ins Auge, so spricht vieles dafiir, daB es in Hefe nicht 
oder nur spirlich als freies Himochromogen in der Zelle vor- 
kommt, sondern zusammengesetzt ist aus einem oder mehreren 
Haimochromogenen und einer bisher nicht genauer charakte- 
risierten Komponente, die mit einiger Wahrscheinlichkeit, 
in Analogie zu den anderen Blutfarbstoffen, eine EKiweib- 
komponente sein diirfte. Sollte sich letzteres bestitigen, so 
sind vom Cytochrom in Analogie zum Hiamoglobin weniger 
Katalasewirkungen als vielmehr Peroxydasewirkungen zu er- 
warten.’) 

Aus den im folgenden ermittelten Gehalt verschiedener 
Hefen an extrahierbarem Hiimochromogen geht hervor, dab 
dieses, selbst wenn es in der Zelle in freiem Zustand vorkime, 
bei derartig niedrigen Konzentrationen nicht fiir die starke 
Katalasewirkung von Hefen und deren Trockenpriparaten ver- 
antwortlich gemacht werden kann. 

Die Katalasebestimmung der Trockenhefe wurde bei 0° 
im Kisthermostaten ausgefiihrt und zwar mit der folgenden 
Reaktionsmischung in 100 ccm: 


58 ecm H,O. 

20 eem Phosphatpuffer m/30 py = 6,72. 

20 eem H,O, (n = 0,0790). 

2 cem einer Suspension von 0,5 g Trockenhefe auf 100 cem H,0. 


Proben von 10 ccm wurden nach !/,, 4, 12 und 30 Min. 
entnommen und mit 5 ccm verdiinnter H,SO, inaktiviert. Nach 
der Filtration werden 10 ccm mit KMnO,-Losung_ titriert 
(n = 0,00913). 


~_—— 


1) Chem. Ber. Bd. 59, S. 2370 (1926). 

*) Willstitter, Chem. Ber. Bd, 59, S. 1871 (1926). 

°) Tatsiichlich hat Keilin ia cytochromreichen Geweben die 
Wirkungen einer thermostabilen Peroxydase stirker gefunden als in 
cytochromarmen Material. 
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II. Uber die quantitativen Bestimmungen der prosthetischen 
Gruppe des Cytochroms in Hefezellen. 


Das Prinzip der hier angewandten Methode wurde schon 
in unserer letzten Mitteilung’) erwiihnt; hier wollen wir noch- 
mals auf die dort (S. 73) vorgeschlagene Methode sowie aut 
das in dieser Arbeit auf 8. 25 und 40 besprochene Verfahren, 
die Absorption des Haimochromogens im Hefenextrakt zu be- 
rechnen, zuriickkommen. Dasselbe ist streng giiltig, nur wenn 
erstens das Hiimochromogen sich ganz entfiirben wiirde, d.h. 
iiberhaupt keine Absorption mehr zeigen wiirde, und wenn 
zweitens der im wesentlichen kontinuierliche Absorption zei- 
gende gelbe Hefenfarbstoff keine bedeutende Veriinderung er- 
leidet wihrend der Zeit, in der das Himochromogen-Spek- 
trum verschwindet. 


Tatsiichlich hegen die Verhaltnisse aber so, dab Hiimo- 
chromogen seine ausgeprigte selektive Absorption vollstindig 
verliert und in einen griinlichen Farbstoff?) mit im wesentlichen 
kontinuierlicher Absorption iibergeht. Wir konntnn nur ge- 
legentlich einen Streifen bei etwa 650 uu beobachten, niemals 
aber einen in der Gegend von 557 wu, in der wir die Ab- 
sorptionsbestimmung durchfiihren. Unserer Methode, 4 log J 
zu bestimmen, wiirden nur dann Fehler anhaften, wenn im 
Verlauf der erwiihnten Veranderung ein Farbstoff mit selektiver 
Absorption bei etwa 557 wu auftreten wiirde. 

Wenn man noch bedenkt, wie groB beim frischen Hefen- 
extrakt das Intensitaitsmaximum bei 557 uu ist (vgl. Kurve 11), 
so wiirde diesen groBen Werten gegeniiber kleine Anderungen 
in der Neigung der an dieser Stelle kontinuierlich verlaufenden 
Intensitiitskurve des ausgeblichenen Extraktes, etwa verursacht 
durch die Zersetzungsprodukte des Himochromogens, das Re- 
sultat wenig beeinflussen und innerhalb der Fehlergrenzen fallen. 

Wird endlich der Hefen-Pyridinextrakt unmittelbar nach 
dem Verschwinden des Hiimochromogen-Spektrums aufgenommen 


1) Euler u. Fink, Diese Zs. Bd. 164, S. 69 (1927). 
*) Vel. Fischer u. Lindner, Diese Zs. Bd. 153, S. 54 (1926). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXIX. 3 
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und derselbe einige Zeit spiiter, so zeigen sich in der Inten- 
sititskurve praktisch keine Verschiedenheiten. Dies spricht 
gegen eine Anderung des gelben Hefenfarbstoffes. 


Apparatur. 


Ks soll nun die Versuchsanordnung beschrieben werden 
(siehe Tafel I, Fig. 2}, sowie Strahlengang aut 8.35 Fig.11). Bei 
dem Nordlichtspektrographen wurde der drehbar angeordnete 
Prismenkomplex so eingestellt, daB Minideviation fiir die griine 
Hg-Linie erreicht wurde. Wir erzielen so die giinstigsten 
Aufnabmebedingungen fiir diejenigen Teile des Spektrums, in 
denen die wichtigsten Absorptionslinien sowohl des Hefencyto- 
chroms wie des Himochromogens liegen. Der Apparat wurde 
umgebaut fiir 6.5 x 9 cm Plattenkasetten, die in einer Pri- 
zisionsgleitvorrichtung an dem mit MeBziihnen versehenen Bild- 
ausschnitt vorbei bewegt werden konnten. Durch vorstehende 
Zapfen und einen Sperrhaken kann die Kasette so eingestellt 
werden, daB 8 Aufnahmen in gleichen Abstiinden auf einer 
6,5 x 9 cm Platte gemacht werden kénnen. 

Zur Aufnahme der Pyridinlésungen dienen verschraubbare, 
kittfreie Absorptionsréhren derselben Konstruktion, wie sie beim 
Kénig-Martensschen Spektralphotometer’) benutzt werden, 
fiir die Schichtdicken 2, 5 und 10 cm. Diese werden in einen 
mit Rinne versehenen Holzkiotz eingelegt, an dessen beiden 
Enden sich je ein Kondensator von 5 ccm brennweite befindet. 
An dem dem Spalt des Spektrographen zugekehrten Konden- 
sator befindet sich ein photographischer RoulleauverschluB. 
Sowohl der Holzklotz wie die Lampe sind auf einer optischen 
3ank in der optischen Achse verschiebbar. Eingestellt wird 
in der Weise, dafi sich sowohl das gliihende Band der Lampe 
wie der Spalt im Brennpunkt des entsprechenden Kondensators 
befindet. Es wird dadurch erreicht, daB das Gliihband auf 
dem Spalt abgebildet wird und das Licht zwischen den Kon- 





') Wir danken Herrn Geheimrat H. Fischer bestens fiir die freund- 
liche Uberlassung einiger Absorptionsgefiibe. 
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densatoren parallel gerichtet ist und so die eingelegten Ab- 
sorptionsgefiiBe parallel durchdrinet. 

Um den Kollimatorwinkel des Spektrographen nicht zu 
iiberschreiten, wird noch eine Blende von 1,5 cm Durchmesser 
vor das AbsorptionsgefiB gesteckt. 

Die Lampe wird mit einem Umformeraggregat betrieben, 
das maximal 20 Amp. bei 7 Volt liefert. In manchen Fiillen 
wurde, um auch die kleinsten Stromschwankungen auszugleichen, 
eine starke Akkumulatorenbatterie zur Pufferung parallel ge- 
schaltet. Die Lampe ist in ein Blechgehiuse eingeschlossen, das 
nur auf einer Seite eine Offnung fiir das austretende Licht besitzt. 
Vor dieser Offnung brachten wir noch 2 Mattscheiben an, um 


Strahlengang (schematisch). 


Fig. 11. ZL Lichtquelle, A,, K, Kondensatoren, P? Blende, A AbsorptionsgefiB, 
S Kollimatorspalt, P Photogr. Platte. 


Reflexionen im Prisma zu vermeiden. Die Spaltéffnung war 
meistens 0,025 mm. Damit die prozentischen Belichtungs- 
fehler nicht zu groB wurden, wihlten wir die Intensitiit der 
Lampe, so dab die Belichtungszeiten hinreichend lang waren, 
um noch genau genug mit der Stoppuhr und dem Moment- 
verschluB abgemessen werden zu kénnen. 

Die Abbildung (Tafel I, Fig. 1) zeigt im wesentlichen unsere 
Anordnung: doch fehlt das Lampengehiiuse. Bei der Aufnahme 
wurde die Rinne sowie der Zwischenraum zwischen Verschlub 
und Spalt iiberdeckt. Alle Aufnahmen wurden im Dunkel- 
zimmer ausgefiihrt. Der Strahlengang ist in Fig. 11 schema- 
tisch dargestellt. 

Fiir die stets gewihrte freundliche Hilfe und fiir viele wert- 
volle Ratschlige wollen wir auch hier Herrn Dozenten A. Oden- 
crants, in dessen photographischer Abteilung wir die Aufnahmen 
und Auswertung ausfiihrten, unseren besten Dank aussprecheu. 

3° 
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Methodik bei den Himochromogenaufnahmen. 


Um von der bei 557 wu liegenden Absorption einer Hefen- 
himochromogenliésung in beliebig gewahlter Konzentration und 
Schichtdicke auf ihren Gehalt an Haimochromogen ohne wei- 
teres schlieBen zu kénnen aus den Absorptionswerten von 
Pyridinhaimochromogen als Standard, — ebenfalls in beliebig 
gewahlter Konzentration und Schichtdicke bestimmt —, ist es 
Voraussetzung, daB fiir diesen Stoff das Beersche Gesetz gilt, 
d.h. der log der Absorption fiir eine bestimmte Wellenlinge 
proportional der Schichtdicke und Konzentration der Lésung ist. 

Urspriinglich beabsichtigten wir zu priifen, ob diese Beziehung 
fiir Pyridinhimochromogenlisungen gilt. Da aber die noch zurVer- 
fiigung stehende Zeit des Stipendiums dazu nicht mehr ausreichte, 
muBten wir darauf verzichten und das Bestimmungsverfahren da- 
durch vereinfachen, daB wir die Lichtabsorption in passend ge- 
wihlter, konstanter Schicht bestimmten, sowohl fiir die Hefen- 
extrakte wie die Himochromogenstandarde. Es wurde die Schicht- 
dicke 5cm gewihlt, denn bei derselben war bei den Hefeextrakten 
der Absorptionsstreifen 557 uu noch deutlich genug, um auf der 
photographischen Platte einwandfrei registriert werden zu kénnen. 

Wir nahmen zuniichst mehrere Konzentrationsserien von 
Pyridinhimochromogen in 5 cm Schicht auf. Da das Absorp- 
tionsgefaB etwa 27 ccm faBte, wurden je 30 ccm Lésung der 
betreffenden Konzentration mit Hilfe geeichter Normalpipetten 
bzw. Mikrobiiretten bereitet. Die Haminlésung der fiir die 
folgenden Messungen verwendeten Konzentrationsserie enthielt 
3,598 mg reinstes Himin in 100 ccm reinem Pyridin und war 
unmittelbar vor Versuchsbeginn bereitet worden. Die erste 
Konzentrationsstufe war so groB gewihlt, daB sie gréBer war 
als jede unter normalen Verhiltnissen in den Hefeextrakten 
zu erwartende Himochromogenmenge. Dann folgen Konzen- 
trationen herab bis zum reinen Lésungsmittel Pyridin. 

Die folgende Tabelle enthalt die Haminkonzentration 
sowohl in Kubikzentimeter Standardlésung auf 30 ccm (Spalte 3), 
wie in mg pro Liter (Spalte 4). 

Zur Reduktion des Himins zum Himochromogen wandten 
wir nicht, wie es meistens iiblich ist, Hydrazinhydrat, sondern 
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Hydrochinon in duferst geringer Menge an. Jede 30 ccm-Probe 
enthielt nur 3ccm einer Auflésung von etwa 20—30 mg 
Hydrochinon in 100 ccm Pyridin. 

Der Zusatz von Hydrochinon statt Hydrazinhydrat erwies 
sich in mancher Beziehung zweckmiBiger. Wir konnten u. a. 
beobachten, daB die Farbung viel haltbarer war.) 





| 





' my, 
2] 8% z 2 Be: 
215] see |] ages i... |] gut ea] logd | AlogJ 
a|¢ mS a i aan SEED & in cm in cm 
=l5] 238 | age | Sek |] sesh Keillinge] Keillinge 
“| sm aa ~ asa | 
- ms OsE5 
I 1 Pyridin — 40,0 6.0 0,25 — 
4*)} 4,0 cem | 4,80 mg | 40,0 | 84,0 2,84 2,59 
5 | 3,6 4,32 40,1 | 64,5 2,58 2,33 
6 | 3,2 3,84 40,0 | 49,7 2,36 2,11 
7128 3,36 40,0 | 88,7 2,12 1,87 
8 | 2,4 2,88 39,9 | 29,8 1,88 1,63 
uj 1] 24 2,88 19,1 | 50,5 2,36 1,53 
2 | 2,0 2,40 19,1 | 39,0 2,14 1,31 
3 | 1,8 2,16 19,0 | 35,0 2,08 1,20 
4 | 1,6 1,92 19,1 | 28,8 1,85 1,02 
5 | 1,4 1,68 19,0 | 23,5 1,66 0,83 
6 | (1,2) 1,44 19,1 - — _ 
71 1,2 1,44 19,1 | 22,6 1,62 0,79 
8 | 1,0 1,20 19,1 | 16,8 34 0,51 
Il} 1 1,0 1,20 6,0 | 45,3 2,28 0,60 
2 | 0,8 0,96 6,0 | 42,3 2,23 0,55 
3 | 0,6 0,72 6,1 | 35,5 2,06 0,38 
4 | 0,4 0,48 6,0 | 32,8 1,96 0,28 
5 | 0,2 0,24 6,1 | 26,0 1,75 0,07 
: Pyridin -- 6,0 28,0 24,0 1,68 
6,1 | 25,0 _ 
8 2 ~ 19,0 | 10,5 0,83 























1) Die von Fischer u. Lindner, Diese Zs. Bd. 153, 8. 57 (1926), 
beobachtete rasche Dunkelfirbung, die beim Zufiigen von Hydrochinon und 
Chinon zu Pyridinhiimochromogenlésungen eintritt, wurde, wie aus einem 
beschriebenen Versuch mit Pyrogallol zu entnehmen ist, bei viel hoheren 
Konzentrationen und héherer Temperatur beobachtet. Bei den Spuren 
von Hydrochinon, die wir als Reduktionsmittel zusetzen, war ein schwaches 
Dunkelwerden der Farbnuance erst nach 24—48 Stunden bemerkbar. 

*) Aufnahme 2 und 8 sind die Graukeilkopien. 
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Um einen eventuellen EKinfluB des Hydrochinons auf dic 
Absorptionsverhiltnisse zu kompensieren, wurde auch bei den 
Aufnahmen des fPyridinspektrums der gleiche Zusatz ge- 
macht. 

Wihrend der Aufnahme der Hiiminserie wurden Spalt- 
Offnung (0,025 mm) und Intensitit der Lampe (16 Amp., 4,8 Volt) 
konstant gehalten. Bei der GréBe des Konzentrationsbereichs 
war es notwendig, auch die Belichtungszeit abzustufen, da ein 
und dieselbe Zeit fiir alle Konzentrationen betrichtliche Fehler 
in der Exposition’) und damit Schwierigkeiten bei der Regi- 
strierung der Schwirzungen zur Folge gehabt hitte. Wie aus der 
Tabelle zu entnehmen ist, wurde bei Platte I 40 Sek., Platte II 
19 Sek. und Platte III 6 Sek. exponiert. Damit die 3 Platten 
auch unter sich in Zusammenhang stehen, wurde immer die 
letzte Konzentration, achte Aufnahme auf jeder Platte, noch- 
mals als erste Aufnahme der folgenden Platte, aber mit der 
kiirzeren Belichtungszeit genommen. Natiirlich muBte auch 
Pyridin mit allen drei Belichtungszeiten photographiert werden. 
Die 3 Platten waren aus einer grofen Platte geschnitten, 
wurden nach der Aufnahme in derselben Schale mit Entwickler 
iibergossen, dieser nach 10 Minuten dekantiert und durch Ein- 
gieBen von verdiinnter Essigsiure die Entwicklung sistiert. 
Ungleiche Entwicklung war so ausgeschlossen. 

Bei der Registrierung der Schwirzung der fertiggestellten 
Aufnahmen wurde mit dem Apparat von Siegbahn fir die 
ganze Serie das VergréBerungsverhiltnis und auch Intensitiit 
der Galvanometerlampe streng konstant gehalten. Die stetige 
Abnahme der Galvanometerausschliige bei 557 uu mit fallender 
Himinkonzentration ist auf der wiedergegebenen Original- 
registrierungskurve von Platte I deutlich zu sehen (Tafell, Fig. 2). 

Die mit Hilfe der Keilkopien erhaltenen Intensitiitswerte 
(log J) sowie die Differenzen zwischen den Intensititswerten 
von Lésung und dem Lésungsmittel (4 log J), mit anderen 
Worten die Absorptionswerte fiir Hiimochromogen fiir seinen 


) Spiiter konnten wir uns tiberzeugen, da diese Stufung in den 
Expositionszeiten nicht unbedingt notwendig ist. 
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Hauptabsorptionsstreifen 557 uu sind ebenfalls in der Tabelle 
Spalte 7 und 8 enthalten, ausgedriickt in Zentimeter Keil- 
linge. 

Die Kurve, deren Abszissen die Konzentrationen in Kubik- 
zentimeter zugesetzten Standard und deren Ordinaten die Ab- 
sorptionswerte A log J sind, hat folgenden Verlauf (Fig. 12). Sie 
setzt sich zusammen aus den den 3 Platten entsprechenden 
Teilkurven. Die Teilkurven zeigen nur geringe Abweichungen 
von der Geraden, was vielleicht so zu deuten ist, daB weitgehend 
Proportionalitit zwischen Lichtabsorption und Konzentration 


besteht. Da aber auch noch sonstige UnregelmiBigkeiten in der 
Lage der Punkte auftreten, die dadurch verursacht sind, dab 
bei diesen ersten Versuchen unsere Arbeitsweise noch nicht 
so verfeinert war, wie bei den spiiteren Aufnahmen der Hefe- 
extrakte, kénnen wir noch keine entscheidenden Schliisse tiber 
die Giiltigkeit des Beerschen Gesetzes fiir Pyridinhimochro- 
mogen zichen. Dazu hiitte auch die Schichtdicke bei konstanter 


Konzentration variiert werden miissen. 

Kiir einen kleineren Konzentrationsbereich kann aber ohne 
weiteres Proportionalitiit angenommen werden und damit ist 
gezeigt, daB unser spiiter bei den Hefeextrakten angewandtes 
Interpolationsverfahren zwischen den A log J-Werten von zwel 
bekannten Konzentrationen wohl berechtigt ist. 
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Bestimmung des Himochromogengehalts 
im Hefenextrakt. 


Fiir die Aufnahme des Absorptionsspektrums von Hefe- 
pyridinextrakten in 5 cm Schicht verfuhren wir zum Beispiel 
folgendermaBen: 15 g Hefe von bekanntem Trockengewicht 
werden mit Pyridin im MeBgefiB unter Kiihlung verriihrt und 
die Suspension auf 40 ccm gebracht. Nach méglichst raschem 
Absaugen werden 22 ccm vom klaren Filtrat auf 27 ccm mit 
Pyridin verdiinnt und nach Einfillen in das AbsorptionsgefiB 
photographiert. Dieser Zusatz von Pyridin soll das Auftreten 
von Triibungen auch bei lingerein Stehen verhindern.  Trii- 
bungen oder Ausfallungen diirfen deshalb nicht eintreten, weil 
wir nach dem vollstandigen Verschwinden!) des selektiven Spek- 
trums, also etwa nach 1—2 Stunden, das im wesentlichen kon- 
tinuierliche Spektrum des nunmehr gelb bis gelbgriin gefarbten 
Extraktes nochmals photographisch aufnehmen miissen. Wie 
in der ersten Mitteilung erwahnt, nehmen wir die Differenz 
zwischen den beiden Intensitaiten bei 557 uu als die Absorption 
des vorhandenen Hiimochromogens an. 


Ist die Lésung nun am Ende triib, so wird der Wert fiir 
Alog J zu klein, wird die Triibung aber abfiltriert, so wird 
der Absorptionswert bei 557 wu zu groB. 

Da die Hefe von Pyridin fuBerst energisch unter Wirme- 
entwicklung plasmolysiert wird, und da Hamochromogen in 
Pyridin sehr leicht léslich ist, n omen wir fir die spitere 
Ausrechnung an, da8 in der Pyridinhefensuspension sich das 
Himochromogen auf Hefezelle und u_igenende Fliissigkeit gleich 
verteilt. Die Gehaltsbestimmung wird mit dem hefefreien Filtrat 
ausgefiihrt, entweder direkt oder nach Verdiinnung mit Pyridin 
in bekanntem Verhiltnis und dann auf die in der Suspension 
enthaltene Hefe berechnet. 


*) Zum Ausbleichen kann die Lésung wieder aus dem Absorptions- 
gefiiB in einen Kolben geleert werden, um den Sauerstoff der Luft ein- 
wirken zu lassen. 

Wir verstehen unter ,,Ausbleichen“ im folgenden das Verschwinden 
der selektiven, von Himochromogen herriihrenden Absorption. 
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AuBer diesen beiden Aufnahmen von frischem und ,,aus- 
gebleichtem® Hefenextrakt kommen auf jede Platte ein oder 
zwel Graukeilkopien, bisweilen ein Vergleichsspektrum und 
endlich drei Absorptionsspektren von Pyridin—Hamochromogen 
angepaBter bekannter Konzentration sowie des Lésungsmittels 
Pyridin mit dem erwihnten Zusatz von Hydrochinon. 

Dab fiir alle 5 Spektralabsorptionsaufnahmen auf einer 
Platte die Aufnahmebedingungen genau die gleichen sein miissen, 
braucht hier nicht mehr besonders hervorgehoben zu werden. 
Die Belichtungszeit betrug bei den folgenden Platten 40 Sek., 
die Spaltéffnung war 0,025 mm, die Blende hatte 1,5 em Durch- 
messer, die der Lampe zugefiihrte Energie (16 Amp. bei 4,8 Volt) 
wurde konstant zgehalten. 

Jede Platte stellt somit ein definiertes Ganzes dar und 
kann zur Bestimmung des Himochromogengehaltes in einer 
Hefenprobe ausgewertet werden, wie das an den folgenden 
Beispielen gezeigt werden soll. 


Anwendung der Methode zur Bestimmung des Himo- 
chromogengehaltes bei einigen Hefen. 


A. Unterhefe .,H“. 

Platten 20/V. Hefeextrakt:') Aus 15 g Unterhefe H vom 
Trockengewicht 25,7°/, wurde mit Pyridin eine Suspension von 
40 ccm Volumen bereitet.  Fiir die Aufnahme wurden nach 
der Filtration 25 ccm Filtrat auf 30 ccm verdiinnt. Bis zur 
Aufnahme verstrichen 4.5 Minuten. 

Vergleichslésungen: Auf 30ccm Volumen kommen 
3cem einer etwa 0,2°/,,*gen Hydrochinonlésung in Pyridin 
sowie 1,6, 3,2 und 4 ccm einer frisch bereiteten Autlésung von 
3,044 mg reinstem Hamin in 100 ccm Pyridin. 


1) Bei der Extraktion von Unterhefen macht sich deren Gehalt an 
Hopfenpartikeln sehr unangenehm bemerkbar, da er den Extrakt so 
stark gelbbraun fiirbt, daB alles Licht im Spektrum bis ins Gelb ab- 
sorbiert wird, und so die Hiimochromogenstreifen nicht mehr erkannt 
werden kénnen. Fiir diesen Versuch entfernten wir die Hopfenteile fast 
vollstiindig, indem wir die in viel Wasser aufgeschliimmte Hefe durch 
Tiicher preB8ten. 
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1. Bestimmung. 























- seas Galvano- | log J | A log J 
Aut- elt meter- 
nahme is il in Sek. | ausschlag | usgedriickt in 
in em em Keilliinge 
1 Keilkopie 90 _ a aor 
2 Hefeextrakt n. 9 Min.. . | 40,0 3,30 2,81 | 1,13 
3 Standard 4,0 cem . «| 40,0 3,48 2,82 | 2,38 
4 Hefeextrakt frisch, 4 Min. | 40,0 4,38 3,04 1,36 
5 m1 n. dem Aus- 
bleichen. . . . . | 40,0 0,90 1,68 
6 Standard 1,6cem . . .] 40,1 0,75 1,51 1,07 
7 si 38,2cem . . .]| 40,0 1,75 2,28 1,84 
8 rym. »« «© s« + « oe 2 0,40 0,44 
2. Bestimmung. 
1 Keilkopie . .... .{ 90 
7A ree meen _— — 
3 Standard 4,0ecem . . .] 40,1 2,70 3,60 2,38 
4 Hefeextrakt frisch . . . | 40,1 3,06 3,65 1,29 
5 is n. dein Aus- 
bleichen. . . . . | 40,0 0,78 2,36 — 
6 Standard 1,6cem . . . | 40,1 0,63 2,18 0,96 
7 “ 3,.2eem .. .f 40,0 1,65 3,12 1,90 
8 Pyvign.. . « + «§ » «@ Se 0,30 1,22 














Ks wurden zwei Bestimmungen fiir dieselbe Hefe durch- 
geftihrt. 

Die Berechnung wird am einfachsten auf graphischem 
Wege ausgefiihrt und soll fiir die 2. Bestimmung hier gezeigt 
werden. 

Durch die zwei am giinstigsten liegenden Konzentrationen 
k, = 3,2 ccm und 4, = 1,6 ccm und die zu ihnen gehérigen 
Absorptionswerte dlog/, = 1,90 und Alog/, = 0,96 ist die 
Grerade bestimmt, deren Abszissen die Konzentration in Kubik- 
zentimeter Hiiminstandard auf 30 ccm Vergleichslésung und 
deren Ordinaten die Absorption ist. Derjenige Punkt dieser 
Geraden, der den gefundenen Absorptionswert A log/,, fir den 
Hefenextrakt = 1,29 zur Ordinate hat, hat zur Abszisse die 


gesuchte Konzentration 4,, des Hefeextraktes an Himo- 
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chromogen, die in Kubikzentimeter Himinstandard direkt ab- 
gelesen werden kann.’) 

Wir finden 4,, = 2,16 ccm, d.h. die selektive Absorption 
unseres Hefe—Pyridinextraktes bei 557 wu ist gleich derjenigen 
einer Himochromogenlésung, die 2,16 cm unseres Hiiminstan- 
dards in 380 ccm, oder 2,55 mg Hiimin im Liter enthilt. 

Mit 15 g derselben Unterhefe war eine analoge Bestim- 
mung (1) durchgefiithrt worden init denselben Standardkonzen- 
trationen. Dabei waren vom Zufiigen des Pyridins bis zur 
Aufnahme nur 4 Minuten verstrichen und wir fanden diesmal 
durch graphische Interpolation den Wert 4,, = 2,20. 

JS 
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; 
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Um auch Anhaltspunkte iiber die Geschwindigkeit des 
Zerfalles zu erhalten, bestimmten wir die Lichtabsorption des- 
selben Extraktes nochmals nach weiteren 5 Minuten (Auf- 
nahme 2) und fanden, daB der Wert fiir 4, schon auf 1,76 
gesunken war, obwohl das AbsorptionsgefiB nicht entleert 
worden war. 

Ks ist also gezeigt, wie schnell sich der Zerfall des Hefen- 
himochromogens vollzieht, so da8 nur bei raschestem Arbeiten, 





') Natiirlich kann /,, auch aus der Gleichung der Geraden er- 
rechnet werden, die bestimmt ist durch die beide Punkte, deren Koordi 
naten k,, dlogJ, und k,, 4log J, sind. Man erhilt so 


k. — ke 
Alog J, — Alog J, 


kay = (J log Ji ~~ A log J,) + k, . 
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womoglich in indifferentem Gas, Werte erhalten werden kénnen, 
die den wirklichen Verhiltnissen entsprechen. Und nur durch 
Anwendung duBerst lichtstarker Spektroskope kann eine quan- 
titative Bestimmung erfolgreich durchgefiihrt werden. 

Um nun von A, zum Gehalt der Hefe an mit Pyridin 
extrahierbarem Hiimochromogen zu kommen, sind noch die 
Suspensions- und Verdiinnungsvolumina zu _beriicksichtigen, 
sowie das Trockengewicht der Hefe. 

Wenn man die auf 8.39 besprochene, sicherlich berech- 
tigte Annahme beriicksichtigt, daB in der Suspension von Hefe 
in Pyridin die Hamochromogen-Konzentration gleich groB ist 
in der vollstiindig plasmolysierten Hefezelle wie in der um- 
gebenden Lésung, so errechnet sich aus den obigen Versuchen. 

30 ccm verdiinntes, zur Bestimmung angewandtes Filtrat 
entsprechen 25 ccm urspriinglichem Filtrat. Diese entsprechen 


29 ~ my ~ 
aA x 15=9,4g Hefe (Trockengew. 25,7 °/,). 


Da k,, mit 2,16—2,20ccm ermittelt wurde, enthalten dic 
30 ccm zur Bestimmung benutzten Filtrates oder die 9,4 ¢ Hefe 
3,544 xX 2,16 





= 0,0767 
100 0 
3,544 X 2,20 y Ar ne 
a a = 0,0782 mg ,Hiamin“. 


100 g Hefe enthalten 0,816—0,831 mg ,,Hamin“ oder 100g 
'Trockensubstanz entsprechen 3,17—3,23 mg ,,Hamin“. 

Die Ubereinstimmung der beiden Bestimmungen war sehr 
erfreulich, besser als bei den folgenden Versuchen mit Oberhefe. 


B. Oberhefe ,,R*. 

Platten 18/V. Hefeextrakt: Aus 15g Oberhefe R vom 
Trockengewicht 28,4°/, wurde mit Pyridin eine Suspension 
von 40ccm Volumen bereitet. Zur Aufnahme wurden nach 
dem Absaugen 22 ccm Filtrat auf 27 ccm verdiinnt. Vom Zusatz 
des Pyridins zur Hefe bis zur Aufnahme verstrichen 4,5 Minuten. 

Vergleichslésungen: Auf 30 ccm Volumen kommen 
3 ccm einer etwa 0,2°/,,igen Hydrochinonlésung in Pyridin, 
ferner 0,6, 2,0 und 3,6ccm einer frisch bereiteten Auflésung 
von 3,450 mg reinstem Hiimin in 100ccm Pyridin. 
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In analoger Weise wurden fiir die Oberhefe in den beiden 


Bestimmungen die Werte 4,,=1,81 und 4, = 1,67 ermittelt 
(siehe Tabelle 8. 45). 


die 


Die zur Absorptionsbestimmung bereiteten 27 ccm Lésung, 


‘ . 22 . on 
22ccem des urspriinglichen Filtrates oder 7) X 15 = 8,298 


Hefe (vom Trockengewicht 28,4 °/,) entsprachen, enthielten somit 


0,75 


3,450 X 1,81 8,450 x 1,67 
bzw. — a 


100 100 = 
= 0,0625 bzw. 0,0577 mg. 





100 ¢ Hefe (Trockengewicht 28,4 °/.) entsprechen somit 
5 5 :) 

8—0,699 mg ,.Himin“. 

100 g Trockengewicht entsprechen 2,66—2.46mg¢ ,,Hiimin®, 


0 / 
i O° 


Der Fehler betrug etwa 7 


1. Bestimmung. 


























Galyano- lorJ Alogd 
Auf- a ; Zeit meter- 
Gegenstand Peat il 
nahme in Sek. ausschlag in cin Keillinge 
in em 
] | Keilkopie . . « « « « | 0 — — — 
9 _ a 
3 Standard 3,6eem . . . | 46,0 3,48 2,49 1,87 
4 Hefeextrakt frisch. . . | 40,1 2,30 2,36 0,89 
5 ‘ nach dem Aus- 
bleichen . . | 40,1 0,90 1,47 
6 Standard 2,.0eem . . . | 40,0 1,38 1,88 1,00 
T 0,6cem . . .] 40,0 0.60 1,06 0,18 
8 Pyridin et tg . | 40,1 0,50 0.88 — 
2. Bestimmung. 
1 Beilkopie . . . .. . | 90 — _— — 
9 ae = = _ ; 
3 Standard 8,6cem . . .] 40,1 3,40 2,87 1,84 
4 Hefeextrakt frisch . . . | 40,0 2,50 2,65 0,838 
5 _ nach dem Aus- 
bleichen . .] 40,1 0,90 1,82 -- 

6 Standard 2,0cem . . .] 40,1 1,20 2.05 1,02 
7 Standard 0,6cem . ; . | 40,0 0,50 1,24 | 0,21 
8 | a 0,40 1,03 ao 
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C. Koprohefe. 


Die Hefe wurde geziichtet, wie in dieser Zs. Bd. 162, 
S. 281 angegeben, jedoch mit eisenhaltigem Leitungswasser. 

Platte 16/V. Hefeextrakt: Aus 26 g Koprohefe vom 
Trockengewicht 28,4°/, wurde mit Pyridin eine Suspension 
von 60ccm Volumen bereitet. Zur Aufnahme wurden nach 
dem Filtrieren 45 ccm auf 60 ccm verdiinnt, 

Vergleichslésungen: Auf 30ccm kommen 38ccm einer 
etwa 0,2°/, igen Hydrochinonlésung in Pyridin, sowie 2,8 bzw. 


/00 


2,4 ccm einer frisch bereiteten Auflésung von 3,598 mg reinstem 
Himin in 100ccem Pyridin. 
Auf analoge Weise wie fiir H-Hefe wurde fiir Koprohefe 


k,, = 2,9cem ermittelt. 

















Galvano- | log J = Alog J 
Auf- ’ Zeit meter- z ; 
Gegenstand es weal 
nahme in Sek. ? ag ‘i * £ in em Keilliinge 
In cm 
4 Hefeextrakt frisch . . . | 40,0 6,7 2,47 1,32 
5 % nach 2 Stdn. | 40,1 1,9 1,15 
6 Vergleichslésung 2,8 . . | 39,9 2,4 1,42 1,24 
7 a oa. 40,0 1,9 1.15 0.97 
8 4 Pyridin-Hydrochinon . . | 40,0 0,8 1,18 


Die zur Absorptionsbestimmung bereiteten 60 ccm Lésung, 


* ~ ae * = 45 ’ ~- 
die 45ccm des urspriinglichen Filtrates oder || xX 26 = 19,5 
oprohefe entsprachen, enthielten somit 


2x 8,598 x 2,9 oe 
= 02,209 mg. 


100g Koprohefe (Trockengewicht 28,5 °/,) enthielten also 
107mg oder 100g Trockensubstanz 3,76 mg ,,Hiimin“. 


Die Hiimochromogengehalte, die sich so ergeben haben, 
scheinen weder mit der Atmungsintensitiit der untersuchten 
Hefen, noch mit ihrem Cytochromgehalt parallel zu gehen. 














ee 
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Die Atmungsintensitit ist in unserer Unterhefe H kleiner als 
in der Oberhefe R14), und wie ein Vergleich mit den Ergebnissen 
von Meyerhof zeigt, diirfte dieser Befund — wenigstens bei 
deutschen und nordischen Hefen — allgemein sein. Wir miissen 
aber zunichst betonen, da6 sich unser Versuchsmaterial auf 


je ee Ober-, Unter- und Koprohefe beschrainkt; es bedarf 


der Erweiterung. Andererseits braucht eine Parallelitat zwischen 
Atmungsintensitit bzw. Atmungsfahigkeit bei gegebenem Sauer- 
stofizutritt und Hiimochromogengehalt nicht vorausgesetzt zu 
werden; denn erstens wissen wir nicht, welchen Anteil des 
Cytochroms der Hefe wir als Hiimochromogen wieder finden, 
und wie sich die spezifischen Wirksamkeiten dieser beiden 
Stoffe zueinander verhalten, zweitens ist der Anteil von Cyto- 
chrom bzw. Hiimochromogen am Gesamtsystem der Oxydations- 
katalysatoren bzw. an der Gesamtatmung nicht bekannt. Selbst 
wenn man vermuten wiirde, dai alle der Veratmung anheim- 
fallenden Kohlehydratabbauprodukte in der Hefe der Mitwirkung 
des Cytochroms bediirfen, so bleibt immerhin die Wahrschein- 
lichkeit bestehen, dai auBer den genannten eisenhaltigen Sub- 
stanzen noch andere Biokatalysatoren an der Oxydation be- 
teiligt sind. 

Die beschriebene Methode erméglicht wegen ihrer raschen 
Ausfiihrbarkeit eine quantitative Bestimmung des unbestindigen 
Hiaimochromogens aus Hefe und anderer instabiler Farbstoffe.°*) 
Sie ist sicher in dieser Hinsicht der visuellen Methode mit 
dem K6énig-Martens-Spektrophotometer iiberlegen, da_ bei 
letzterer die Ablesung der Winkel in den 4 Quadranten des 
Teilkreises vor und nach Vertauschen der Gefibe mehr Zeit 
in Anspruch nimint, als die kaum 1 Min. dauernde Aufnahme. 
Ks ist aber auch noch zu bedenken, daB wir durch die Auf- 
nahme von Liésung und Liésungsmittel in der Lage sind, eine 
vollstindige Absorptionskurve fiir alle Bezirke des Spektrums 
zu konstruieren (vgl. 8S, 26), wihrend man beim Koénig- 


') Nach mehrfachen Ergebnissen von Euler u. Nilsson. 
*) Vgl. Euler, Myrback, Fink u. Hellstrém, Diese Zs. im 
Druck. 





ee 
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Martens-Apparat mit einer Messung nur die Absorptions- 
verhiltnisse fiir eine bestimmte Wellenlinge ermittelt hat. 

Die von uns benutzte Apparatur wird allerdings nur in 
wenigen Instituten zur Verfiigung stehen, besonders nicht das 
von Siegbahn konstruierte vorziigliche Registrierphotometer, 
das es erméglichte, die ziemlich eng gedriangten Spektren des 
Nordlichtspektrographen einwandfrei auszuwerten. 

Doch diirften in anderen Fillen einfachere Apparate wie 
Densograph und Martensphotometer ausreichen, wenn man ein 
Spektroskop von etwas gréBerer Dispersion verwendet, oder die 
Originalspektren entsprechend vergréBert. 

Betriichtliche Fehler bis zu 40°/, kénnen entstehen, wenn 
im Hefeextrakt zwischen den beiden Aufnahmen Triibungen auf- 
treten. Abfiltrieren oder Absitzenlassen ist, wie oben erwihnt, 
unzulissig. Kine ganze Reihe frither hergestellter Spektro- 
gramme muBten wir verwerfen, nachdem festgestellt worden 
war, wie stark geringe Triibungen das Resultat beeinflussen. 
Bei den fiir die obigen Bestimmungen angewandten Mengen- 
verhiltnissen war die Lésung noch nach mehreren Stunden 
vollstiindig klar, abgesehen von einer geringfiigigen Opalescenz, 
die den Extrakten eigen ist, sich aber nicht merklich 
iindert. 

Obwohl die groBbe Schwierigkeit, die in der Unbestiindig- 
keit des Hefehimochromogens zu suchen ist, bei unserer Methode 
weitgehend beseitigt ist, sind die ermittelten Werte als untere 
Grenzwerte anzusprechen. Nach noch kiirzerer Zeit als 3 bis 
4 Min. nach Zufiigen des Pyridins zur Aufnahme zu schreiten, 
halten wir fiir unzweckmifig, da dann eine griindliche Plasmo- 
lyse und Extraktion der Hefe nicht mehr erreicht werden kann. 
Durch kraftige Kiihlung wihrend der Behandlung der Hefe mit 
Pyridin und Arbeiten im indifferenten Gas’), soweit dies beim 
Absaugen méglich ist, kann dem Zerfall bis zur Bestimmung 
wirksam entgegengearbeitet werden. 





') Fischer u. Lindner, Diese Zs. Bd. 153, S. 54 (1926), konnten 
feststellen, daB sich in Kohlensiure-, Wasserstoff- und Stickstoffatmo- 
sphiire Hiimin in Hefe-Pyridinextrakten viel ]angsamer verindert als 
bei Gegenwart von Sauerstoff. 
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Zusammenfassung. 


In Suspensionen von Ober- und Unterhefe wurden die 
Absorptionsspektren des Atmungspigmentes Cytochrom in redu- 
zierter und oxydierter Form photographiert und die erhaltenen 
Spektrogramme in Absorptionskurven dargestellt. 

Bei der untersuchten Oberhefe R war die selektive Ab- 
sorption der reduzierten Form viel stiirker ausgeprigt als bei 
Unterhefe. 

Trockenpraiparate von Oberhefe zeigten sich fast ebenso 
cytochromreich wie die frische Oberhefe selbst; Trockenunter- 
hefe zeigte dagegen schwiichere selektive Absorption als die 
frischen Zellen. 

Fiir eine zahlenmiBige Bestimmung des Cytochroms in 
Hefe wurden Richtlinien besprochen. 

Zwischen Katalasewirkung und Cytochromgehalt scheint 
aus unseren Versuchen mit Hefetrockenpraparaten auf eine 
gewisse Beziehung geschlossen werden zu kénnen insofern, als 
die cytochromreiche Trockenoberhefe in einer Reihe von Be- 
stimmungen Wasserstoffsuperoxyd energischer zerlegte als 
Trockenunterhefe mit unbedeutendem Cytochromgehalt. 

Mit Hilte der hier beschriebenen spektrographischen Me- 
thode wurden einerseits die Lichtabsorptionskurven des Pyridin— 
Himochromogens und des unbestiindigen Hefenhimochromogens 
bestimmt, andererseits wurde hier zum erstenmal eine (auf die 
Methodik von A. Odencrants begriindet), quantitative Er- 
mittlung des Himochromogengehaltes in Pyridinextrakten aus 
Hefe vorgenommen, und zwar durch Berechnung der Konzen- 
tration aus der selektiven Lichtabsorption im Spektrum beim 
Absorptionsmaximum 557 uu. Als Standard dienten dabei die 
Absorptionswerte 4logJ von Himochromogen—Pyridinlésungen 
bekannten Gehaltes. Die Ubereinstimmung zweier Bestimmungen 
bei der Methode, die sich allgemein fiir die Untersuchung in- 
stabiler Farbstofflésungen eignen diirfte, betrug 2—7°/,. 

Im Gegensatz zum Cytochromgehalt zeigten sich im Hiamo- 
chromogengehalt zwischen unserer Ober- und Unterhefe nur 
geringe Unterschiede. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXIX 4 
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_T -Hiimochromogen, entsprechend mg Himin, 
Hafe berechnet auf 
1 kg frischer Hefe | 1kg trockene Hefe 








Unterhefe 8,16—8,31 31,7—82,3 





| 
Oberhefe. ..... 7,58—6,99 | 26,6—24,6 
Koprohefe . ... . 10,7 | 37,6 


Bevor wir die Ausarbeitung dieser Methode in Angriff 
nahmen, hatten wir versucht die prosthetische Gruppe mit Hilfe 
von Mikro-Kisenbestimmungen quantitativ zu fassen. Unsere 
damals erhaltenen Niherungswerte fiir himochromogenartig 
gebundenes Kisen zeigen der GréBenordnung nach eine immerhin 
bemerkenswerte Ubereinstimmung mit den spektrophotometri- 


schen Ergebnissen. Der in der friiheren Arbeit!) angegebene 
Faktor 


Him. Fe 1 
Gesamt-Fe 160 
berechnet sich nunmehr zu 3/,,—1/,,): 

Bemerkenswert ist, da Oberhefe, die ein viel stirkeres 
Cytochromspektrum zeigt, einen etwas geringeren Gehalt an 
Hamochromogen ergab als Unterhefe, bei der Cytochrom weniger 
deutlich hervortritt. 

Vom Hiamochromogengehalt kann also nicht ohne weiteres 
auf Cytochrom geschlossen werden. 

Ob Unterhefen stets mehr Himochromogen enthalten als 
Oberhefen — der Unterschied ist iibrigens nicht groB —, kénnen 
wir aus den wenigen bis jetzt untersuchten Hefen nicht ent- 
scheiden; die Untersuchung muB auf ein gréBeres Material aus- 
gedehnt werden. 


Im Spektrum des reduzierten Cytochroms fehlte bei unserer 
Unterhefe der Absorptionsstreifen A bei etwa 6040 A. EK. und 
wir neigen zu der Ansicht, die wir weiter priifen werden, daB 
in unserer Unterhefe Cytochrom zum Teil ersetzt ist durch 
jenen ,,hiimochromogen-ihnlichen Komplex“, den Keilin in 


1) Euler u. Fink, Diese Zs. Bd. 162, S. 274 (1926). 
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den nicht gefirbten Teilen verschiedener Pflanzen beobachtet 
hat und ,moditied Cytochrome“ nennt. 

Den héchsten Wert fiir Himochromogen ergab Koprohefe, 
was die von uns frither vertretene Ansicht bestiitigt und er- 


weitert. 

Dem International Education Board (Rockefellerstiftung), 
der durch zweimalige Verlingerung des dem einen von uns 
(Hermann Fink) gewahrten Stipendiums die Durchfithrung 
dieser Arbeit erméglicht hat, sprechen wir auch hier unseren 
aufrichtigen Dank aus. 








Zur Kenntnis der Saproporphyrine. 


(Fortsetzung der Untersuchung.) 


Ein neues Saproporphyrin. 
Krste Mitteilung. 


Von 


0. Schumm. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Hamburgischen Universitit, 
Eppendorfer Krankenhaus.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Mai 1927.) 


Vor kurzem habe ich mitgeteilt?), daB bei langer Faulnis 
von blutreichen Organen und Fleisch sehr hiiufig, wahrscheinlich 
sogar regelmibig, Kopratoporphyrin entsteht, das sowohl 
durch die spektrochemische?) als auch durch die rein chemische 
Analyse hat identifiziert werden kénnen. 

Bei diesen Versuchen, die ich zum Teil gemeinsam mit 
Dr. E. Mertens, Dr. Sabelmann und cand. med. W. Dank- 
meier ausgefiihrt habe, wurde wiederholt ein anderes Por- 
phyrin wiedergefunden, auf dessen Vorkommen ich in friheren 
Mitteilungen *) bereits kurz hingewiesen hatte. — Dieses Por- 
phyrin unterscheidet sich eindeutig sowohl von den bislang als 
bakteriochemische Umwandlungsprodukte des Haimoglobins be- 
schriebenen Porphyrinen Himaterinsiure und Kopratoporphyrin 
als auch vom Koproporphyrin. — Von Himaterinsiure unter- 
scheidet es sich durch die stark abweichenden Spektralreaktionen 





1) Diese Zs. im Druck. 

*) Die Entstehung von Kopratin bei der freiwilligen Fiulnis von Blut: 
spektrochemische Reaktionen des aus dem Kopratin dargestellten krystalli- 
sierten Kopratoporphyrins. Diese Zs. Bd. 159, S. 194 (1926) und folgende 
Mitteilung. 

5) Diese Zs. Bd. 152, S. 3 (1926); das Porphyrin ist bereits 1925 
als Produkt von gefaultem und mit rauchender Salzsiiure behandeltem 
Fleisch yon mir beobachtet worden, vgl. Diese Zs. Bd. 147, 8. 214 (1926). 
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und die gréBere Léslichkeit in Chloroform, ebenfalls durch 
das ganz abweichende chemische Verhalten seiner Kisenkomplex- 
verbindung; von dem natiirlichen Koproporphyrin durch die 
Leichtléslichkeit in Chloroform, die viel héhere Salzsiiurezahl 
und mehrere spektrochemische Reaktionen, von Kopratoporphyrin 
ebenfalls durch das spektrochemische Verhalien (vgl. unten). 
Im iibrigen zeigt es in seinen Kigenschaften einige Ahnlichkeit 
mit Kopratoporphyrin. 

Die anfangs von mir erwogene Méglichkeit, daB es sich 
um ein Gemisch aus Hiimaterinsiure und Kopratoporphyrin 
handeln kénne, trifft nicht zu, da das Verhalten des Kérpers 
sich, wenn man ihn dem zur 'Trennung von Hiimaterinsiiure und 
Kopratoporphyrin dienenden Fraktionierungsverfahren unterwarf, 
nicht iinderte, ferner iitherische Lésungen neben dem Haupt- 
streifen J. auf etwa 624 bei keiner Konzentration den Streifen I. 
der Hiimaterinsiure (etwa 632) aufwiesen, der aber sogleich 
auftrat, wenn man den Lésungen nachtriglich Himaterinsiiure 
hinzufiigte. 

Das fraghche Porphyrin gibt in iitherischer Lésung ein 
Spektrum, das von dem des Koproporphyrins und des Himato- 
porphyrins von Nencki kaum oder nicht zu unterscheiden ist; 
eine Verwechslung liBt sich nur durch eine eingehende spektro- 
chemische Analyse vermeiden (vgl. unten).!) Es verhiilt sich 
ferner bei einigen spektrochemischen Reaktionen ‘ihnlich wie 
die Methylither des Hiamatoporphyrins von Nencki, deren 
Lisungen in Ather oder Chloroform sich z.B. von denen des 
obigen Porphyrins ohne weiteres nicht unterscheiden lieBen, — 
Da die zur Zeit gewonnenen Mengen des modglichst rein frak- 
tionierten Porphyrins fiir die chemische Analyse nicht aus- 
reichten, kénnen vorliufig nur die Ergebnisse der spektro- 
chemischen Analyse mitgeteilt werden (vgl. unten). 

Das neue natiirliche Porphyrin ist eins der Produkte, die 
bei langer Fiiulnis von Ochsenherzen und Fleisch (Pferdefleisch) 


1) Es lige nahe, dieses Porphyrin als ,,Pseudokoproporphyrin“ zu 
bezeichnen, denn es ist kaum zu bezweifeln, dab die von anderer Seite 
mitgeteilten positiven Koproporphyrinbefunde wenigstens teilweise durch 
die Anwesenheit des ,,Saproporphyrin D“ vorgetiiuscht sind. 
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entstehen. Es bildet sich ferner neben Kopratoporphyrin bei 
der durch Hydrazin-HKisessig bewirkten Enteisenung des Ge- 
misches der unter denselben Bedingungen entstehenden oder 
in lange gefaultem Blute enthaltenen Kisenporphyratine. 

Zur Abscheidung aus dem Rohporphyringemisch wurde 
dessen itherische Lésung von Kopratoporphyrin und méglicher- 
weise vorhandenem Koproporphyrin durch wiederholtes Aus- 
schiitteln mit 0,1- und 0,4°/,iger Salzsiiure méglichst vollstindig 
befreit, der Rest mit 1°/,iger und danach mit 2°/,iger Salz- 
siiure ausgezogen, wobei einige Male auch ein Priparat erhalten 
wurde, das in seinem Verhalten zwar groBe Ahnlichkeit mit 
dem hier beschriebenen aufwies, aber nicht mit geniigender 
Sicherheit als einheitlich bezeichnet werden kann. — Aus den 
salzsauren Lésungen wurden die Porphyrinfraktionen in den 
neueren Versuchen wieder mit Natriumacetat in Ather gebracht, 
dieser siiurefrei gewaschen und mit Salzsiiure von 0,1, 0,2, 04, 0,5, 
1 und 2°/, fraktioniert. Wir haben so bei richtiger Dauer der 
Fiiulnis durch sorgfailtiges Fraktionieren aus allen Ansiitzen 
in der 1°/, HCl-Fraktion ein Porphyrin von gleichen EKigen- 
schaften gewinnen kénnen. Vor der genaueren Untersuchung 
habe ich es in mehreren Fiillen durch Umscheiden aus Chloro- 
form mit Petrolither gereinigt. Da dieses Porphyrin offenbar 
der Hauptbestandteil der friher von mir als ,,Saproporphyrin D« 
bezeichneten Fraktion ist, behalte ich diesen Namen vorliiufig 
auch fiir das daraus abgeschiedene Porphyrin. 


Eigenschaften des ,Saproporphyrin D“. 


Ks ist in trockenem Zustande gut léslich in Chloroform 
und n/10-Kalilauge und unterscheidet sich dadurch einerseits 
vom Hiimatoporphyrin- Nencki und Koproporphyrin, die kaum 
oder nicht in Chloroform, andererseits von den Estern des 
Koproporphyrins, die nicht in n/10-Kalilauge léslich sind. Ks 
lést sich ferner in Ather und Eisessig. — Von W. Kiisters 
Tetramethylhimatoporphyrin unterscheidet es sich dadurch, 
daB es aus der Lésung in Chloroform beim Schiitteln mit 
gleichviel 25°/,iger Salzsiure gréBtenteils in diese iibergeht. 
Der Methylester des Saproporphyrin D verhalt sich bei 
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derselben Probe etwa ebenso wie das ‘Tetramethylhimato- 
porphyrin, indem der Farbstoff fast ganz im Chloroform bleibt. 


1. Lésung in Ather. 

Hauptabsorptionsstreifen: J. 624,2, Ll. unsymmetrisch, 
Maximum (violettwirts) 568,8, LIT. Mitte 529,5, Maximum 
527,0, LV. ungefihr 496,0. 

2. Lésung in Chloroform. 

I. 622,38, Lf. 567,0, IIL. 535,0, IV. ungefahr 501,0. 

3. Lésung in n/10-Kalilauge. 

I. Etwa 621 (bis 622), IT. 569,0, IT. 541,0, IV. etwa 506,0. 
4. Lésung in 25°/,iger Salzsdure. 

I. Etwa 596,0, ILI. etwa 552,0. 

5. Lésung in etwa 98°/,iger Schwefelsiure. 

I. Etwa 597,5, UL etwa 551,5 (bis 552,0). 

6. Lésung der nach Zaleski dargestellten Kisen- 
komplexverbindung in hydrazinhaltigem Pyridin. 

L. 548,3, IL 518.0. 

7. Lésung des durch 20 Minuten langes Kochen mit 
1°/, HCl enthaltendem Methylalkohol dargestellten Ver- 
esterungsproduktes in Chloroform. 

IT. 622,5, I. 567,2, IIT. 535,5, IV. ungefiihr 501,0. 
Nach dem Schiitteln der Lésung mit gleichviel 25°/, iger 

Salzsiiure ist der Farbstoff noch fast ganz im Chloroform.") 

Chloroformschicht: 

I. etwa 601,0, ILI. etwa 557,5. 

8. Bromspektralprobe’) (mit wiBriger Bromlésung aus- 
gefihrt). 

Hauptstreifen: I. etwa 637,0, schwacher Streifen IL. auf 
der Grenze von Griin zu Blau, mit zwei sehr schwachen Maxima, 
dazwischen das Minimum auf etwa 495,0; keine Andeutung 
der schmalen Koproporphyrinstreifen auf 499 und 470. 

9. Das Porphyrin wird dem elektrochemischen Hydrierungs- 





') Der ebenso dargestellte Methylester des Hiimatoporphyrin-Nencki 
gibt bei dieser Probe reichlich Farbstoff an die Salzsiiure ab! 

7) O. Schumm, Spektrochemische Untersuchungen an Porphyrinen 
und Himatinen. Diese Zs. Bd. 152, S. 1 (1926); ferner E. Mertens, 
Diese Zs. im Druck. 
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verfahren!) unterworfen und gibt danach bei den Bromspektral- 
proben weder die fiir Mesoporphyrin noch die fiir Kopro- 
porphyrin bezeichnenden”) Absorptionsbilder. 

10. Das Porphyrin wird 1—2 Stunden mit 25°/,iger Salz- 
siiure am RiickfluBkiihler gekocht. Es ist dann wenigstens 
groBenteils noch chloroformléslich und gibt bei den Brom- 
spektralproben weder die fiir das Koproporphyrin noch die 
fiir Mesoporphyrin bezeichnenden Absorptionsbilder. 

11. Das Porphyrin wird 1 Stunde lang mit 5—6°/ iger 
Kalilauge am _ RiickfluBkiihler gekocht. Es ist dann noch 
chloroformléslich und gibt bei den Bromspektralproben weder 


} 


die fiir Koproporphyrin noch die fir Mesoporphyrin bezeich- 
nenden Absorptionsbilder, 

Wiirde man nur die Leichtléslichkeit obigen Porphyrins 
in Chloroform und die spektrometrischen Werte der Lésungen 
inn/10-Kalilauge, Ather und 25 °/, iger Salzsiiure beriicksichtigen, 
so kénnte man es fiir R. Willstitters Acetylhimatoporphyrin 
halten. Dieses liSt sich aber durch das abweichende Verhalten 
gegen konzentrierte Schwefelsiure unterscheiden: 


Spektrometrische Werte fiir die Lésung in konzentrierter Schwefelsiiure. 











Acetylhiimatoporphyrin °) Saproporphyrin D 
Hauptstreifen I. 691,0 597,5 
Hauptstreifen III. 594,5 552,0 


Kin weiteres Unterscheidungsmittel wird voraussichtlich das 
Verhalten bei stundenlangem Kochen mit Kisessig bieten, wobei 
Acetylhiimatoporphyrin groBenteils in einen Kérper iibergeht, 
der die ganz abweichenden spektrochemischen Reaktionen der 
Himaterinsiiure gibt.4) Gleich den Porphyrinen mit weitgehend 


') A. Papendieck und K. Bonath, Diese Zs. Bd. 144, 8. 60 (1925) 
und Bd. 152, S. 215 (1926). 

*) Mesoporphyrin gibt nur mit alkoholischer Bromlésung eine zur 
Unterscheidung von anderen Porphyrinen geeignete Bromspektralreaktion, 
vgl. E. Mertens, a.a.O. 

*) R. Willstitter, Uber den Abbau des Hiimins zu den Por- 
phyrinen. Diese Zs. Bd. 87, 8. 475 (1913). 

*) Diese Zs. im Druck. 
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abgesiittigten Seitenketten, z. B. Koproporphyrin und Meso- 
porphyrin, zeigt obiges Porphyrin nur einen geringen Unter- 
schied in der Lage der Streifengruppe zwischen Lésungen in 
konzentricrter Schwefelsiure und in 25°/ iger Salzsiiure. 


Zusammenfassung. 

Unter der vorliufigen Bezeichnung , Saproporphyrin D« 
wird ein bislang nicht bekanntes natiirliches Porphyrin be- 
schrieben, das bei langer Faulnis von Fleisch und Ochsenherzen 
entsteht und wiederholt auch beim Enteisenen des aus lange 
refaultem Blute entstehenden Gemisches der ,,Saprohiimatine“ 
erhalten wurde. 

Saproporphyrin D gibt in Ather etwa dasselbe Spektrum 
wie Koproporphyrin, Hiimatoporphyrin-Nencki, Acetylhimato- 
porphyrin und die Methylither des Hiimatoporphyrin- Nencki, 
zeigt im chemischen Verhalten betriichtliche Ahnlichkeit mit 
Kopratoporphyrin, kann aber nicht mit diesem identifiziert 
werden, da es sowohl in konzentrierter Schwefelsiure als auch 
in Ather stark abweichende Spektren gibt. Seine Leichtléslich- 
keit in Chloroform (neben der Leichtléslichkeit in n/10-Kali- 
lauge!) und das abweichende Verhalten bei der Bromspektral- 
probe, die es weder unmittelbar noch nach vorherigem 1 stiin- 
digen Kochen mit 5°/,iger Kalilauge (zwecks Lésung einer 
etwa bestehenden Esterbindung) oder 25°/,iger Salzsiure in 
der fiir das Koproporphyrin bezeichnenden Weise gibt, unter- 
scheiden es eindeutig von Koproporphyrin. Setzt man die 
Lésung des Porphyrins in Chloroform dem Sonnenlichte aus, 
so tritt schnell unter Verfirbung eine Zersetzung des Farb- 
stoffs ein; die Liésung zeigt dann noch einen neuen Absorptions- 
streifen im Rot ungefihr auf 665,0. Auch die Lésung in 
n/10-Kalilauge zersetzt sich bei der Besonnung schnell unter 
Gelbfiirbung. Abweichend von Mesoporphyrin, Koproporphyrin 
und Kopratoporphyrin erfihrt auch eine Lésung des Por- 
phyrins in 25°/,iger Salzsiiture im Sonnenlichte ziemlich 
schnell eine Veriinderung; sie zeigt dann rotwiirts vom 
Hauptstreifen I. einen fast ebenso schmalen und _ gleich 
deutlichen Streifen auf etwa 610,0 oder 611,0, verhilt sich 
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also in dieser Hinsicht ahnlich wie seinerzeit von mir fiir 
die amorphe Himaterinsiiure (,,¢-Hamatoporphyroidin“\ an- 
gegeben und ihnlich auch am Himatoporphyrin- Nencki- be- 
obachtet worden ist.1) Im Gegensatz zu dem leicht krystalli- 
sierenden Kopratoporphyrin ist es vorliufig noch nicht krystal- 
lisiert erhalten worden.?) Wenn demnach noch keine Gewihr 
fiir seine vollkommene Reinheit ttbhernommen werden kann%,, 
so ist doch nicht zu bezweifeln, daB ein neues natiirliches 
Porphyrin vorliegt; denn Gemische der beiden bislang bekannten 
Saproporphyrine (Hiimaterins’iure und Kopratoporphyrin) ohne 
oder mit Beimengung von Koproporphyrin, die oft von uns 
aufgeteilt sind, lieferten beim Fraktionieren nach Willstitters 
und unseren vielfach bewi&hrten Fraktionierungsmethoden 
niemals eine Fraktion von den Figensehaften des hier be- 
schriebenen Porphyrins. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke 
ich fiir die mir gewihrte Unterstiitzung. 


Die Untersuchung wird fortgesetzt. 


SD 


1) Es muB natiirlich noch gepriift werden, ob diese Lichtreaktion 
auch von dem nachweisbar vollkommen reinen Porphyrin gegeben wird. 

*) Die Krystallisierversuche haben bislang freilich nur mit sehr 
kleinen Mengen Substanz vorgenommen werden kénnen, da die aus den 
verschiedenen Faulansiitzen gewonnenen Priiparate vorerst nameutlich 
daraufhin gepriift werden sollten, ob sie untereinander tibereinstimmten. 

8) Es ist durchaus mit der Méglichkeit zu rechnen, da unsere 
Priparate trotz des sorgfiiltigen Fraktionierens noch durch kleine Mengen 
eines weiteren unbekannten Porphyrins von etwas niedrigerer oder héherer 
Salzsiiurezahl verunreinigt waren; auch eine Beimengung von Acetyl- 
hiimatoporphyrin kann nach dem Ergebnis der Untersuchung nicht aus- 
geschlossen werden. Ubrigens ist dieses sowie das Hiimatoporphyrin 
selbst bislang ais Fiulnisprodukt nicht beobachtet worden. Wegen der 
leichten Entstehung von Acethylhiimatoporphyrin aus Nenckis Hiimato- 
porphyrin durch Kisessig vgl. man die Abhandlung von R. Willstitter 
und M, Fischer, Diese Zs. Bd. 87, S. 488 (1913), 





Bemerkung iiber die katalytische Hydrierung 
von Himaterinsaiure und Hamin. 


Von 


Arno Papendieck, 


Mit 1 Figur im Text. 


(Der Re’akti¢n sugegangen am 20, Ma‘ 1927.) 


Durch das Erscheinen einer Arbeit iiber katalytische Hy- 
drierung des Hiimins von R. Kuhn und Mitarbeitern') sehe 
ich mich veranlaBt, Versuche mitzuteilen, die ich bereits vor 
Jahresfrist angestellt hatte, dann aber fiir lingere Zeit habe 
unterbrechen miissen. Da die Versuche nicht abgeschlossen 
waren und es auch heute noch nicht sind, habe ich bisher 
von ihrer Verdffentlichung abgesehen. 

Durch die Arbeiten von W. Kiister’) und von H. Fischer?) 
einerseits, andererseits durch eigene Beobachtungen, wurde ich 
auf die Moglichkeit hingewiesen, daB zwei der Seitenketten 
—CH=CH, 
—CH=CH, 
zum Ausdruck gebracht werden diirften, sondern um 2 Wasser- 
stoffatome drmer seien, was H. Fischer in Gestalt einer Ace- 

— C=CH, 
tylengruppe, W. Kiister in der Weise ©=-~_ zum Aus- 


—CH=CH 


druck bringt. Obgleich selbstverstiindlich diese Formulierungen 


des Hiimins bzw. der Hiimaterinsiiure nicht durch 





1) Chem. Ber. Bd. 60, S. 1151 (1927). 
*) Chem. Ber. Bd. 58, S. 1022 (1925). 
8) Diese Zs. Bd. 142, S. 141 (1925). 
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von den betreffenden Autoren eingehend begriindet worden 
waren, erschien es mir dennoch sehr erwiinscht, wenigstens 
fiir die im hiesigen Institut aufgefundene Himaterinsiiure mit 
Hilfe der von A. Papendieck und K. Bonath!’) schon friiher 
angewandten Hydrierungsmethoden den Grad der Siattigung 
rein zablenmiiBig festzustellen. Dabei wiire dann in eindeutiger 
Weise das Verhiiltnis der aus Hiimin darstellbaren Porphyrine 
zueinander und damit eventuell zum Himin gekliirt. Leider 
ist mir diese zahlenmibige Feststellung seinerzeit nicht ge- 
lungen, wenn auch iiber die Hydrierungsméglichkeit des Hiimins 
und der Porphyrine eine Reihe wertvoller Erfahrungen ge- 
sammelt werden konnten. 

Wie ich?) frither mitgeteilt habe, laBt sich die Himaterin- 
siiure, in Kisessig geliést, in kurzer Zeit katalytisch hydrieren, 
wobei ein Porphyrin entsteht, das von Mesoporphyrin nicht zu 
unterscheiden war. In seinem spektralen Verhalten, das nach 
allen Richtungen hin auf das sorgfaltigste untersucht wurde, 
in Krystallform (Chlorhydrat, Methylester, Cu-Verbindung) und 
Loslichkeitsverhiiltnissen zeigten sich die erhaltenen Produkte 
vollig identisch mit Zaleskis Mesoporphyrin. Die Menge 
Wasserstoff, die aufgenommen wurde, war einigermaBen kon- 
stant: in héchstens 2 Stunden (linger wurde ein Wasserstoft- 
verbrauch nicht festgestellt) wurden etwa 6 Atome H auf ein 
Molekiil Himaterinsiiure aufgenommen (6 Versuche). Trotzdem 
in keinem Falle eine Entfirbung der Reaktionsfliissigkeit, d. h. 
Bildung eines Porphyrinogens zu erkennen war, hielt ich es 
doch fiir angebracht, Lésungen von Mesoporphyrin in der- 
selben Weise auf ihr Wasserstoffabsorptionsvermégen zu priifen. 
Dabei stellte sich heraus, daB auch die Mesoporphyrinlésung 
Wasserstoff aufnahm, wobei wieder keine Entfirbung zu_be- 
merken war. Leider war nun hier die Wasserstoffaufnahme so 
schwankend, daf die dabei sich abspielenden Vorgiinge nicht 
aufgeklart werden konnten. 


') Diese Zs. Bd. 144, 8. 60 (1925). 
*) Diese Zs. Bd. 152, S. 224 (1926). 
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Ich ging nun dazu iiber, Hiimin zu hydrieren. Und zwar 
versuchte ich es zuerst in saurer Liésung, wobei sich allerdings 
meine schon vorher gehegte Befiirchtung bewahrheitete: es 
wurde ein betriichtlicher Teil des Hiimins hydriert und gleich- 
zeitig enteisent. Es entstand also nicht nur Mesohimin, sondern 
zum guten T'eil Mesoporphyrin, wodurch also die gleichen un- 
iibersehbaren Verhialtnisse in bezug auf mégliche Porphyrinogen- 
bildung geschaffen waren wie bei der Hiimaterinsiiurehydrie- 
rung. Das Himin muBte also nach dem Vorgang von H.Fischer 
und A. Hahn?) in alkalischer Lésung hydriert werden. Nach- 
dem der erste Versuch, der in der unten beschriebenen Weise 
durchgefihrt worden war, einen durchaus befriedigenden Ver- 
lauf genommen hatte (bei Aufnahme von 6 H-Atomen vollige 
Umwandlung in Mesohiimin) und ein weiterer Versuch auch 
noch verwertbar schien, fiihrten weitere Versuche nicht zum 
Ziel. Die Wasserstoffaufnahme verlief bei den meisten vollig¢ 
in der erwarteten Weise: es wurden etwa 6 Atome auf ein 
Molekiil Hiimin aufgenommen. Bei der spektroskopischen Unter- 
suchung zeigte sich jedoch, da nicht einmal ein kleiner Teil 
in Mesohimin umgewandelt worden war. Auch bei der Ent- 
eisenung des ,hydrierten* Himins mit Eisessig—Hydrazin wurde 
kein Mesoporphyrin, sondern lediglich Himaterinsiure erhalten. 

Ich habe inzwischen die Hydrierungsversuche wieder auf- 
genommen und werde sie mit besonderer Beriicksichtigung 
quantitativer Bestimmung der Wasserstoffabsorption der Por- 
phyrine, aber auch der zugehérigen EKisenverbindungen, z. b. 
des Himins fortfiihren. 


Beschreibung einzelner Versuche. 


1. 49,8mg Hiimaterinsiiure(-Chlorhydrat) werden in 50 ccm 
Kisessig gelést, mit 10 cem kolloidaler Palladiumlisung 7?) versetzt 
und in der Paalschen Ente in einer Wasserstoffatmosphire unter 
einem Druck von etwa 30—40 cm Wasser geschiittelt. Der 


Oiitinantatincsnantininaapaite 


') Diese Zs. Bd. 91, S. 181 (1914). 
2) Vel. bei A. Papendieck, Diese Zs. Bd, 152, S. 224 (1926). 
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Wasserstofiverbrauch wird von Zeit zu Zeit abgelesen (vel. 
die Figur). Nach 70 Minuten waren auf 1 Mol, Himaterinsiure 
5,7 Atome Wasserstoff aufgenommen. Eine weitere Absorption 
wurde nicht festgestellt. 
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Beginn des Versuchs: 12°°, ¢= 17'/,°, b = 764mm, o = 34,4 cem 
(0°, 760 mm), 

Ende des Versuchs: 1°, ¢= 17'/,°, 6 = 764mm, v = 29,5 cem 
(0°, 760 mm). 

Aufgenommen: 4,9 ccm, entsprechend 5,6 Atome auf 1 Mol. 


2. 60,5mg Himin werden in 50ccm n/10-Kalilauge ge- 
lést und mit 10ccm kolloidaler Palladiumlésung 40 Minuten 
geschiittelt. Danach wurde weitere Aufnahme von Wasserstoff 
nicht mehr beobachtet (vgl. Figur). 

Beginn des Versuchs: 1°8, ¢= 18°, b= 770mm, v = 38,7 ecm 
(0, 760 mm). 

Ende des Versuchs: 2'%, ¢=18°, b=770mm, v = 81,9 cem 
(0°, 760 mm). 

Aufgenommen: 6,6 eem, entsprechend 6,4 Atome auf 1 Mol. 


Untersuchung des hydrierten Hiimins. 


Das Hydrierungsprodukt wurde mit wenig Eisessig aus 
seiner Kalilésung ausgefallt, abfiltriert und einige Male mit 
Wasser gewaschen. Hin kleiner Teil wurde in Pyridin gelést 
und zeigte, mit einem Tropfen Hydrazinhydrat versetzt, zwei 
Absorptionsstreifen: I. 547,83, II. 518,2. Der gréfte Teil des 
hydrierten Hamins wurde in Eisessig mit Hydrazinhydrat ent- 
eisent. Das entstandene Porphyrin verhielt sich véllig wie 
Mesoporphyrin: 
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Spektrum in Ather: I. 623,4, II. 568,5, IIL. a) 530,2, b) 525,2, IV. 495 
Spektrum in 25°/,iger Salzsiure: I. 593,6, ILI. 550,0. 
‘: , n/10- KOH: I. 629,3, II. a) 584,4, b) 573,8, IIL. 548,3, 
IV. 506,1. 
,, Chloroform: I. 621,0, Il. 566,0, III. 533,38, IV. 499,0. 


») 
3“ 


Kine Lisung des Porphyrins, in Kisessig mit einer Lésung 
von Kupferacetat in Eisessig gekocht, schied nach kurzer Zeit 
Krystallnadelno von derselben Form ab, wie sie mit Zaleskis 
Mesoporphyrin erhalten werden. 








Uber Pyridinhamine. 
Von 


Ant. Hamsik. 


(Aus dem med.-chem. Institut der Universitit in Brinn.) 


(Der Redaktion zugegangeu am 1. Juni 1927.) 


Das Chlorhimin wird von Pyridin gelést, wobei eine Kin- 
lagerung der Base in die Halogeneisengruppe stattfindet. ) 
Auch andere Hiimine (ich habe Acetylhimin, Formyl-, Oxalyl- 
und Sulfathimin gepriift) werden von Pyridin gelést, wahr- 
scheinlich unter Bildung von Einlagerungsverbindungen, die 
allgemein als Pyridinhimine bezeichnet werden kénnen. 

Wurde eine Lésung von Chlorhiimin in Pyridin mit ent- 
sprechender Menge Ather versetzt, fiel der Farbstoff allmihlich 
aus und zwar in sehr groBen Krystallen, die durch den mehr 
roten Farbenstich und durch die Form von den Chlorhimin- 
krystallen sich unterschieden und vielleicht aus Pyridinchlor- 
himin bestanden. Diese Krystalle zerfielen aber schon bei 
Waschen mit Ather in kleinere Krystalle; noch schneller war 
der Zerfall bei Waschen mit Alkohol und es resultierte zuletzt 
das Chlorhimin, welches etwas Halogen durch Waschen ver- 
loren hat. 

Wurde eine Lisung von Acetylhimin in Pyridin mit Ather 
versetzt, fiel ein teils amorpher teils krystallisierter Nieder- 
schlag aus, der aber schon nach dem Waschen mit Ather und 
Alkohol aus einem Gemisch von Oxyhamin und Oxyhimin- 
anhydrid bestand. Das Acetylhimin wurde also schon bei 
Waschen mit Ather und Alkohol gespalten, desto leichter bei 
Waschen mit Wasser. Damit steht in Kinklang der bei den 


1) W. Kiister, Diese Zs. Bd, 101, 8. 46 (1918). 
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Analysen der Acetylhiminpriparate gefundene zu hohe Kisen- 
gehalt*), sowie deren unvollkommene Léslichkeit in Pyridin: 
die Praéparate von Acetylhimin leBen desto mehr ungelistes 
Oxyhimin zuriick, je mehr sie gewaschen wurden. 

Die leichte Spaltbarkeit der Priparate von Oxalyl- und 
Sulfathimin bei Waschen war auch der Grund, daB diese 
Hiimine nicht rein dargestellt werden konnten. DaB sie bei 
Ansiiuern einer methylalkoholischen Liésung von Kaliumoxy- 
himin mit der entsprechender Siiure entstehen, kann daraus 
gefolgert werden, daB die erhaltenen Niederschlige nach dem 
Trocknen in Pyridinchloroform léslich waren. Die genannten 
Himine entstehen aber erst binnen einiger Zeit, denn der bald 
nach dem Ansiiuern ausgefallene Niederschlag war in Pyridin- 
chloroform unléslich und bestand aus Oxyhimin. 

Die Lésungen von Formyl-, Acetyl-, Oxalyl- und Sulfat- 
himin unterschieden sich von derjenigen des Chlorhimins bei 
Kochen. Aus der letztgenannten Lisung fiel bei Kochen fast 
nichts aus, wahrend aus den erstgenannten Liésungen bei 
Kochen Niederschlige sich ausschieden, die bei entsprechender 
Verdiinnung schén krystallisiert waren; sie bestanden aus Oxy- 
himin und Oxyhiminanhydrid (gewéhnlich in etwa iquimole- 
kularen Mengen.) 


Experimenteller Teil. 


Als Ausgangsmaterial diente der Oxyhaminanhydrid. 

Die Darstellung des Oxyhiminanhydrids*) wurde 
in der Weise modifiziert, daB der saure Blutextrakt nicht mit 
2 Volum Wasser, sondern nur mit dem gleichen Volum einer 
etwa 1°/ igen Natriumacetatlésung versetzt wurde. Der Farb- 
stoff fiel bei Kochen fast vollstindig aus. Der Niederschlag 
wurde heif filtriert, weil bei Erkalten ein lipoider Stoff sich 
ausschied, welcher die Filtration sehr verlangsamte; diese Bei- 
mischung war in 50°/,igem Alkohol erst in der Warme lés- 





1) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 119, S. 98 (1922); A. Hamsik, Diese 
Zs. Bd, 148, S. 107 (1925). 
?) A. Hamsik, Diese Zs. Bd. 148, 8. 101 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXIX. 3 
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lich. Der abfiltrierte Niederschlag wurde mit heiBem 50 °/,igem 
Alkohol, dann mit heiBem Wasser, bis zur negativen Reaktion 
mit Calciumchlorid, dann mit heiBem Alkohol gewaschen und 
zuletzt mit Ather extrahiert. Ausbeute etwa 5 g aus 1 Liter 
Ochsenblut. 

Das Umkrystallisieren des Priparates geschah in der 
schon friither') beschriebenen Weise; zum Erzielen gut aus- 
gebildeter Krystalle wurden folgende Verhiltnisse als zweck- 
miBig gefunden: 1 g Oxyhiminanhydrid, 100 ccm methyl- 
alkoholische Kalilauge, 100 ccm KEisessig und nur 80 ccm 
Wasser. Die Krystalle wurden abwechselnd mit Methylalkohol 
und Wasser gewaschen, bis die lipoide Beimischung beseitigt 
wurde. Analyse des bei 100° getrockneten Praparates: 

0,1168 g Substanz gaben 0,2835 g¢ CQ,, 0,0531 g H,O und 0,0154 ¢g 
Fe,O,. 

C,,H,,0,N,Fe Ber. 66,33 °/, C 6,07 °/, 9,07 °/, Fe 

Gef. 66,22 5,08 9,22 


Darstellung der Haminpraparate. 


1. Das Chlorhimin. 1g Oxyhaminanhydrid wurde ca. 
15 Minuten lang mit 100 ccm Kisessig und Chlornatrium ge- 
kocht. Ausbeute etwa 0,9 g Teichmannsche Krystalle, die 
nach dem Trocknen an kaltes Wasser keinen Chlorwasserstoff, 
an heiBes nur sehr wenig verloren. 

2. Das Acetylhaimin. Die Darstellung geschah aut 
zweierlei Weise: 

a) durch Lésen des Kaliumoxyhimins in Eisessig. Zur 
Darstellung des Kalisalzes wurde 1 g Oxyhiminanhydrid in 
100 cem Athylalkohol, die vorher mit 4 ccm etwa 30°/,iger 
Kalilauge versetzt waren, eingetragen. Nach 24 Stunden wurde 
die Mutterlauge abgegossen, die Krystalle abfiltriert, mit 
Alkohol gewaschen und getrocknet. Das Kalisalz war, wie 
dies bei den Salzen des Oxyhimins?) gewéhnlich der Fall ist, 
gemischt. Das gepulverte Kaliumoxyhimin wurde nun in Eis- 





') Diese Zs. Bd. 133, S. 176 (1924). 
*) A. Hamsik, Chem. Zbl. Bd. 95, II, S. 2661 (1924). 
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essig eingetragen (1 g in 50ccm). Nach 24 Stunden wurde 
die Mutterlauge abgegossen, die Krystalle abfiltriert und mit 
Hisessig nachgewaschen; ein Teil wurde nur mit Ather einige- 
mal abgewaschen (dieses Priparat Nr. 1 enthielt noch Essig- 
siure und Kaliumacetat), ein anderer Teil wurde mit Alkohol 
griindlich gewaschen (Praparat Nr. 2). Beide Priparate wurden 
an der Luft getrocknet und pulverisiert. 

b) Durch Ansiuern der methylalkoholischen Lésung des 
Kaliumoxyhimins mit Hisessig. 1g Oxyhiminanhydrid wurde 
in 100 ccm Methylalkohol, die vorher mit 4 ccm 30°/ iger 
Kahlauge versetzt waren, gelést. Die Lésung wurde mit Kis- 
essig nur zur deutlich sauren Reaktion angesiiuert. Nach 
24 Stunden wurde der Niederschlag filtriert und nur mit Alkohol 
und Ather (Priparat Nr. 3) oder mit Alkohol und Wasser ge- 
waschen (Priparat Nr. 4). Beide Priiparate wurden an der 
Luft getrocknet und pulverisiert. 

3. Das Oxalylhimin. Die Darstellung geschah nach 
der sub 2b beschriebenen Weise, nur wurde die Lésung mit 
methylalkoholischer Oxalsiure angesiuert. 

4. Das Formylhaimin. Die Darstellung geschah nach 
derselben Weise, nur wurde die Liésung mit Ameisensiure an- 
gesauert. 

5. Das Sulfathimin. Die Darstellung geschah nach 
derselben Weise, nur wurde die Lésung mit methylalkoholischer 
Schwefelsiure angesiuert. 

Lésen der getrockneten und pulverisierten Hamin- 
priparate in Pyridin bzw. in Pyridinchloroform: 

Das Chlorhimin war in Pyridin und in Pyridinchloroform 
fast restlos léslich. 

Von den Acetylhaminpriparaten war nur das Praparat 
Nr. 1 bis auf einen geringen Riickstand léslich, wihrend die 
Priiparate Nr. 2—4 einen gréBeren unldslichen Riickstand 
hinterliefen. 


Auch die Priiparate von Oxalyl-, Formyl- und Sulfathimin 
lieBen gréfere unldsliche Riickstiinde zuriick. Diese Riick- 
stinde konnten durch Wiederholen des Verfahrens in ent- 
sprechende Hiimine wieder iiberfiihrt werden. 





68 Ant. Hamsik, 


Fallen des Farbstoffs aus der Pyridinlosung. 


a) Mit Ather. 

1. Das Chlorhimin. Die verdiinnte Liésung des Chlor- 
himins in Pyridin wurde mit Ather versetzt, bis der Farbstoff 
nur allmahlich ausfiel. Es schieden sich sehr grof8e Krystalle 
aus, die grdBtenteils in Drusen gruppiert waren; sie unter- 
schieden sich von den Himinkrystallen durch den mehr roten 
Farbenton und durch die Form. Sie wurden nach 24 Stunden 
nach dem AbgieBen der Fliissigkeit filtriert und mit Ather 
gewaschen. Jetzt waren sie aber nicht mehr einheitlich, sondern 
sie waren aus vielen kleinen Krystallen zusammengesetzt. Dieser 
Zerfall war nach dem Waschen mit Alkohol, in dem die 
Krystalle teilweise léslich waren, noch gréBer. Es ist wahr- 
scheinlich, daB die groBen einheitlichen Krystalle aus Pyridin- 
chlorhimin bestanden. Die kleinen Krystalle bestanden aus 
Chlorhimin. Das Chlorhimin wurde auBerdem erhalten durch 
Fallen einer Lésung von 1,5 g Chlorhimin in 75 ccm Chloro- 
form und 15 cem Pyridin mit 500 com Ather und Waschen 
des nach 24 Stunden abfiltrierten, nur teilweise krystallisierten 
Niederschlages mit Ather und Alkohol. Analyse des bei 100° 
getrockneten Priparates. 

0,1231 g Substanz gaben 0,2816 g CO,, 0,0572 g H,O und 0,0154 g 


Fe,O,. 
0,1910 g Substanz gaben 0,0366 g AgCl (Carius). 


Kin anderes Priiparat wurde zuletzt noch mit 50 °/,igen 
Alkohol gewaschen. 
0,1124 g Substanz gaben 0,2570 g CO,, 0,0540 g H,O und 0,0146 g 


Fe,O,. 
0,1508 g Substanz gaben 0,0286 g AgCl (Carius). 
C,,H,.0,N,FeCl Ber.  62,62°/, C 4,91°/, H 8,599, Fe 5,43°%, Cl. 
Gef. 1. 62,41 5,19 8,75 4,74 
2. 62,38 5,37 9,08 4,69 


2. Das Acetylhimin. Die Loésung von Acetylhimin in 
Pyridin wurde mit Ather versetzt; der Niederschlag war zum 


Teil aus Krystallen, zum Teil aus amorphem Farbstoff zu- 
sammengesetzt. 


“Pat 











Te 


i 
a | 








Uber Pyridinhiimine. 69 


1,5 g Praiparat Nr. 1 wurden in 100 ccm Chloroform und 
25 ccm Pyridin eingetragen. Nach etwa einer Viertelstunde, 
waihrend welcher die Fliissigkeit geschiittelt wurde, blieb nur 
ein geringer Riickstand ungelést zuriick; das Filtrat wurde 
nun mit 400 ccm Ather versetzt. Nach 24 Stunden wurde 
der teils krystallisierte, teils amorphe Niederschlag, nachdem 
die Mutterlauge abgegossen war, auf das Filter gebracht, mit 
Ather und mit Alkohol gewaschen, an der Luft getrocknet 
und pulverisiert. Die Analyse des bei 100° getrockneten 
Praparates ergab, daB dasselbe aus einem Gemisch von Oxy- 
hamin und Oxyhaéminanhydrid zusammengesetzt war. 


0,1262 g Substanz gaben 0,3014 g CO,, 0,0604 g H,O und 0,0166 ¢ 


Fe, Q,. 
C,,H,,0,N,Fe Ber. 64,45 °, C 5,35 °/, H 8,81 °/, Fe 
C,,H,,0,N,Fe » 66,33 5,07 9,07 
C,4H5.0,3,.N,Fe') , 65,38 5,16 8,94 
Gef. 65,15 5,35 9,19 


b) Durch Kochen. 


1. Das Chlorhimin. Die Lésung von Chlorhimin in 
Pyridinchloroform lieB bei Kochen nur sehr geringen Nieder- 
schlag zuriick. 

2. Das Acetylhimin. 1g Priaparat Nr.1 wurde in 
150 ccm Chloroform und 50 ccm Pyridin eingetragen und die 
F| 


iissigkeit wurde geschiittelt. Nach etwa 15 Minuten wurde 
der geringe Riickstand durch Filtration getrennt, die Lésung 
mit dem RiickfluBkiihler auf dem Wasserbade 1 Stunde lang 
sekocht, dann destilliert, bis der gréBte Teil des Chloroforms 
verjagt war. Die schon wihrend des Siedens ausgeschiedenen 
Krystalle wurden nach 24 Stunden abfiltriert, mit Chloroform. 
bis dieses farblos ablief, dann mit Alkohol und heiBem Wasser 
gewaschen, zuletzt mit Alkohol und Ather nachgewaschen und 
getrocknet. 

0,1118 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,2672 g COQ,, 
0,0532 g H,O und 0,0148 g Fe,Q . 
Gef. 65,05 °/, C 5,82°/, H 9,25 °/, Fe. 





1) [C,4H,0,;N,Fe + C,,Hy,0,N,Fe]:2 = CygHs.0,1,.N Fe. 
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Das Praparat bestand also aus Oxyhaiminanhydrid und 
Oxyhimin. 

3 g Acetylhimin Nr. 2 wurden in 300 ccm Chloroform 
und 75 ccm Pyridin eingetragen. Der nach 15 Minuten dauern- 
dem Schiitteln abfiltrierte unlésliche Riickstand wurde mit 
Chloroform, bis dieses farblos ablief, dann mit Alkohol griind- 
lich gewaschen. Er wog nach dem Trocknen etwa 1 g und 
bestand aus Oxyhimin. 

0,1176 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,2784 g CO,, 0,0550 ¢ 
H,O und 0,0158 g Fe,0,. 

Gef. 64,58°/, C 5,23 °°), H 9,39 °/, Fe. 


Das Filtrat wurde auf dem Wasserbade 15 Minuten lang 
mit RiickfluBkiihler im Sieden erhalten. Der Farbstoff schied 
sich schon wihrend des Siedens krystallisiert aus. Die Krystalle 
wurden nach 8 Stunden durch 2 Filter filtriert; der eine Teil 
wurde mit Chloroform, bis dieses farblos ablief, und dann mit 
Alkohol griindlich gewaschen, der andere Teil wurde au8Berdem 
zuletzt noch mit Wasser gewaschen. Beide Priparate wogen 
zusammen etwa 1,5 g und waren aus Oxyhiamin und Oxy- 
himinanhydrid zusammengesetzt. ; 

0,1163 g Substanz (nur mit Alkohol gewaschen und bei 100° ge- 
trocknet) gaben 0,2773 g CO,, 0,0544 g H,O und 0,0154 g Fe,O,. 

Gef. 65,02 °/, C §,23°/, H 9,26 °/, Fe. 

0,1136 g Substanz (mit Wasser gewaschen, bei 100° getrocknet) 

gaben 0,2726 g CO,, 0,0502 g H,O und 0,0148 g Fe,O3. 
Gef. 65,47°/, C 4,94 °/, H 9,11 °/, Fe. 

0,1161 g Substanz (dasselbe Priparat) gaben 0,2776 g CO,, 0,0542 g 
H,O und 0,0152 g Fe,Q3. 

Gef. 65,23 °/, C §,22°/, H 9,15 °/, Fe. 


1 ¢ Acetylhimin Nr. 3 wurde in 100 ccm Chloroform und 
50 cem Pyridin gelist. Das Filtrat (es blieb ein Riickstand 
zuriick) wurde 15 Minuten lang im Sieden erhalten. Dhte 
Krystalle wurden mit Chloroform, Alkohol und Ather ge- 
waschen. Das Praparat bestand auch aus Oxyhiimin und Oxy- 
hiiminanhydrid. 
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0,1065 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,2556 g CO,, 
0,0472 g H,O und 0,0138 g Fe,Q,. 


Gef. 65,54 °/, C 4,96°/, H 8,88 °/, Fe. 


1 g Acetylhimin Nr. 4 wurde in derselben Weise be- 
handelt, aber die Krystalle wurden zuletzt noch mit Wasser 
gewaschen. Ausbeute etwa 0,5 g. Dieses Priiparat bestand 
aus Oxyhiminanhydrid. 

0,1088 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,2628 g CO,, 
0,0466 g H,O und 0,0139 g Fe,O,. 

Gef. 66,02°/, C 4,80°/, H 8,95 °/, Fe. 


3. Das Oxalylhimin. 1g wurde in 150 ccm Chloro- 
form und 50 ccm Pyridin gelést. Nach dem Filtrieren blieb 
ein Riickstand zuriick, der nach dem Waschen und Trocknen 
etwa 0,3 g wog. Das Filtrat wurde '/, Stunde lang gekocht. 
Die Krystalle wurden mit Chloroform, Alkohol und Wasser 
bis zum Verschwinden der Reaktion mit Calciumchlorid ge- 
waschen. Ausbeute etwa 0,5 g. Das Priparat war aus Oxy- 
hiimin und Oxyhiminanhydrid zusammengesetzt. 

0,1098 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,2638 ¢ CO,, 
0,0498 g H,O und 0,0142 g Fe,Q,. 

Gef. 65,54°/, C 5,07 °/, H 9,04°/, Fe. 
0,1101 g Substanz (dasselbe Priiparat) gaben 0,2636 g CO,, 0,0522 ¢ 
H,O und 0,0141 g Fe,Q3. 
Gef. 65,32 /, C 5,30°/, H 8,95°/, Fe. 
0,1464 g Substanz (dasselbe Priparat) wurden auf Oxalséure ge- 
prift. Negativ. 

4. Das Formylhimin. Auch mit Formylhimin konnten 
durch das bei Oxalylhimin beschriebene Verfahren Krystalle 
von Oxyhiimin und Oxyhiminanhydrid erhalten werden. 

5. Das Sulfathimin. 1 g wurde in 50 ccm Chloroform 
und 25 ccm Pyridin unter Schiitteln gelist. Nach 15 Minuten 
wurde der ungeléste Riickstand durch Filtration getrennt, das 
Filtrat etwa 15 Minuten gekocht. Der aus kugeligen Gebilden 
zusammengesetzte Niederschlag wurde nach dem Erkalten 
filtriert, mit Chloroform, Alkohol und mit Wasser gewaschen, 
bis die Reaktion mit Bariumchlorid fast negativ war. Aus- 
beute etwa 0,5 g. 





70 Ant. Hamsik, 


Das Praparat bestand also aus Oxyhiminanhydrid und 
Oxyhimin. 

3 g Acetylhimin Nr. 2 wurden in 300 ccm Chloroform 
und 75 ccm Pyridin eingetragen. Der nach 15 Minuten dauern- 
dem Schiitteln abfiltrierte unlésliche Riickstand wurde mit 
Chloroform, bis dieses farblos ablief, dann mit Alkohol griind- 
lich gewaschen. Er wog nach dem Trocknen etwa 1 g und 
bestand aus Oxyhimin. 

0,1176 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,2784 g CO,, 0,0550 g 
H,O und 0,0158 g Fe,0,. 

Gef. 64,589, C  5,23°, H —-9,89, Fe. 


Das Filtrat wurde auf dem Wasserbade 15 Minuten lang 
mit RiickfluBkiihler im Sieden erhalten. Der Farbstoff schied 
sich schon wiihrend des Siedens krystallisiert aus. Die Krystalle 
wurden nach 8 Stunden durch 2 Filter filtriert; der eine Teil 
wurde mit Chloroform, bis dieses farblos ablief, und dann mit 
Alkohol griindlich gewaschen, der andere Teil wurde auBerdem 
zuletzt noch mit Wasser gewaschen. Beide Priparate wogen 
zusammen etwa 1,5 g und waren aus Oxyhamin und Oxy- 
himinanhydrid zusammengesetzt. 

0,1163 g Substanz (nur mit Alkohol gewaschen und bei 100° ge- 
trocknet) gaben 0,2773 g CO,, 0,0544 g H,O und 0,0154 g Fe,Q,. 

Gef. 65,02 °/, C 5,23°/, H 9,26 °/, Fe. 

0,1136 g Substanz (mit Wasser gewaschen, bei 100° getrocknet) 

gaben 0,2726 g CO,, 0,0502 g H,O und 0,0148 g Fe,Q;. 
Gef. 65,47°/, C 4,94 °/, H 6,11 */, Fe. 

0,1161 g Substanz (dasselbe Priparat) gaben 0,2776 g CO,, 0,0542 g 
H,O und 0,0152 g Fe,Q. 

Gef. 65,23 °/, C §,22°/, H 9,15 °/, Fe. 


1 ¢ Acetylhimin Nr. 3 wurde in 100 ccm Chloroform und 
50 com Pyridin gelist. Das Filtrat (es blieb ein Riickstand 
zuriick) wurde 15 Minuten lang im Sieden erhalten. Die 
Krystalle wurden mit Chloroform, Alkohol und Ather ge- 
waschen. Das Priparat bestand auch aus Oxyhiimin und Oxy- 
hiiminanhydrid. 
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0,1065 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,2556 g CO,, 
0,0472 g H,O und 0,0138 g Fe,Q. 
Gef. 65,54, C 4,96), H 8,889), Fe. 


1 g Acetylhimin Nr. 4 wurde in derselben Weise be- 
handelt, aber die Krystalle wurden zuletzt noch mit Wasser 
gewaschen. Ausbeute etwa 0,5 g. Dieses Priiparat bestand 
aus Oxyhiminanhydrid. 

0,1088 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,2628 g CO,, 
0,0466 g H,O und 0,0139 g Fe,O,. 

Gef. 66,02°/, C 4,80°/, H 8,95 °/, Fe. 


3. Das Oxalylhimin. 1g wurde in 150 ccm Chloro- 
form und 50 ccm Pyridin gelést. Nach dem Filtrieren blieb 
ein Riickstand zuriick, der nach dem Waschen und Trocknen 
etwa 0,3 g¢ wog. Das Filtrat wurde '/, Stunde lang gekocht. 
Die Krystalle wurden mit Chloroform, Alkohol und Wasser 
bis zum Verschwinden der Reaktion mit Calciumchlorid ge- 
waschen. Ausbeute etwa 0,5 g. Das Praparat war aus Oxy- 
hiimin und Oxyhiminanhydrid zusammengesetzt. 

0,1098 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,2638 g CO,, 
0,0498 g H,O und 0,0142 g Fe,Q,. 

Gef. 65,54 °/, C 5,07 °/, H 9,04°/, Fe. 

0,1101 g Substanz (dasselbe Priparat) gaben 0,2636 g CO,, 0,0522 
H,O und 0,0141 g Fe,Q. 

Gef. 65,32 °/, C 5,30 °/, H 8,95 /, Fe. 

0,1464 g Substanz (dasselbe Priparat) wurden auf Oxalsaure ge- 
pruft. Negativ. 

4. Das Formylhimin. Auch mit Formylhimin konnten 
durch das bei Oxalylhaimin beschriebene Verfahren Krystalle 
von Oxyhiimin und Oxyhiminanhydrid erhalten werden. 

5. Das Sulfathaimin. 1 g wurde in 50 ccm Chloroform 
und 25 cem Pyridin unter Schiitteln gelést. Nach 15 Minuten 
wurde der ungeléste Riickstand durch Filtration getrennt, das 
Filtrat etwa 15 Minuten gekocht. Der aus kugeligen Gebilden 
zusammengesetzte Niederschlag wurde nach dem Erkalten 
filtriert, mit Chloroform, Alkohol und mit Wasser gewaschen, 
bis die Reaktion mit Bariumchlorid fast negativ war. Aus- 
beute etwa 0,5 g. 
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0,1041 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,2494 g CO), 
0,0497 g H,O und 0,0137 g Fe,Qs. 
Gef. 65,36°/, C 5,34 °/, H 9,20), Fe. 
0,2024 g Substanz (dasselbe Priiparat) wurden auf Schwefelsiure 
gepriift. Die Reaktion war minimal positiv. 


Das Priparat war also auch aus Oxyhaimin und Oxy- 
himinanhydrid zusammengesetzt. 

Die durch Kochen der Pyridinhiminlésungen dargestellten 
Priparate waren krystallisiert, bestanden aus etwa ‘aquimole- 
kularen Mengen von Oxyhimin und Oxyhiminanhydrid und 
konnten in echtes Chlorhimin sowie in krystallisierte Kalisalze 
leicht iibergefiihrt werden. 























Vergleichende Messungen iiber Oxydo-Reduktion und 
CO.-Entwicklung durch Hefen-Enzyme. 


Von 


Ragnar Nilsson und Brita Jansson. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3 Juni 1927.) 


A. Das Verhaltnis von Redoxase-Aktivitat und 
Zymase-Aktivitat in Hefe. 

Die in diesem Laboratorium vertretene Auffassung des 
Kohlehydratabbaues in Pflanzen- und Tierkérpern, wonach die 
erste Phase oder Phasengruppe sich als eine besondere Art 
von Dismutation fufert, mit welcher die sich spiater ab- 
spielende Reaktion, die Phosphorylierung gekuppelt ist, hat 
durch die Feststellung, da& das fiir die enzymatische Canniz- 
zaro-Reaktion notwendige Co-Enzym!) mit der Co-Zymase 
identisch ist’), eine starke Stiitze erfahren. Jedenfalls ist 
das Oxydo-Reduktionsenzym der Hefe, dessen Anteilnahme 
an der alkoholischen Girung schon von friiheren Forschern 


mehrfach angenommen worden war — es seien nur die 
Arbeiten von Martin Hahn (1903), Palladin (1908), Lvoff 
(1913), sowie Harden und Norris*) erwihnt — eines der 


bei der alkoholischen Giirung zuerst in Wirksamkeit tretenden 
Enzyme. Auch legen wohl keinerlei sachlichen Griinde fiir 
die Annahme vor, dab die diesbeziiglichen Verhiltnisse hin- 





1) Myrback u. W. Jacobi, Diese Zs. Bd. 161, S. 245 (1926). 

?) Euler, Myrbick u. Nilsson, Sy. Kem. Tidskr. Bd. 38, 8. 353 
(1926); Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 165, S. 28 (1927). 

°) Harden u. Norris, Biochem. Jl. Bd. 8, S. 100 (1914); Bd. 9 
S. 330 (1915). 
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sichtlich der Glykolyse, also der Milchsiiurebildung aus Kohle- 
hydrat im Tierkérper anders liegen. 

Die Feststellung des Verhiltnisses der Oxydo-Reduktions- 
wirkung in Hefepriparaten zur Girung, gemessen durch die 
CO,-Entwicklung, scheint uns zur enzymatischen Charakte- 
risierung der Hefenzelle beitragen zu kénnen, und wir haben 
das Verhiltnis Methylenblau-Reduktion zu CO,-Entwicklung 
experimentell untersucht. 

Ein solcher Quotient ist in enzymatischer Hinsicht natiir- 
lich nicht ohne weiteres eindeutig; einen solchen Quotienten zu 
berechnen ist nur unter der Voraussetzung zulissig, da sich 
die samtlichen, die Reaktionsgeschwindigkeit beeinflussenden 
Aktivatoren im UberschuB befinden. 


Ein Quotient 
sat Zymase-Aktivitit — 
/ = “Reduktase-Aktivitit 





den wir messen durch 


ecm CO,/Stunde 
1/Entfirbungszeit (Min.) | 





ie 


wird natiirlich in enzymatischer Hinsicht ui so besser definiert, 
je weniger abhangig die beiden Aktivitaétswerte von den zu- 
fillig anwesenden Mengen der die Reaktionsgeschwindigkeiten 
mitbestimmenden Faktoren sind. Man wird also nach Még- 
lichkeit die beteiligten Faktoren im Uberschu8 zugeben, um 
ihren zufalligen EinfluB auszuschalten. In erster Linie gilt 
dies der Co-Zymase. 

Hinsichtlich der Wirkung von zugesetzten Donatoren wissen 
wir, daB wihrend die Mb-Entfarbung von dem Donatorzusatz 
stark beeinfluBt wird, der EinfluB auf die Girung viel weniger 
deutlich und durchsichtig ist. Nur fiir reine und genau definierte 
Donatorlésungen sind die Quotienten reproduzierbar. Spiiter 
sollen noch die mit der Thunbergschen Mb-Methodik an- 
gestellten Versuche durch Bestimmungen der Sauerstoffabsorp- 
tion erginzt und die Giarungswirkungen sollen auch in diesem 
Zusammenhang an Brenztraubensiure gepriift werden. 

Was die Abhangigkeit der Redoxase-Aktivitiét von der 
Methylenblaukonzentration betrifit, so haben Kuler und 





reer 
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Nilsson’) in einer die Kinetik der Mb-Entfirbung behandeln- 
den Mitteilung sich davon iiberzeugt, daB — wie friihere 
Forscher (Widmark, Ohlsson, Wishart, besonders Dixon 
und Thurlow, sowie Ahlgren)?) gefunden hatten — die Ent- 
firbungszeit innerhalb gewisser Grenzen von der Mb-Konzen- 
tration unabhingig ist. Bei Gegenwart von Zymophosphat- 
iiberschu8 sind diese Grenzen noch wesentlich weiter. Wir 
verweisen dann ferner auf die neueren Arbeiten von Euler 
und Nilsson®), in welchen beziiglich der Aktivititsbestimmung 
der Co-Reduktase (Co-Zymase) schon auf die Notwendigkeit 
von DonatoreniiberschuB hingewiesen wurde. ,,.Die Unwirksamkeit 
des Co-Zymasepriparates als Co-Reduktase ... beruht niim- 
lich ... darauf, dafi die Wasserstoffdonatoren aus dem Co- 
Zymasepriparat durch die Reinigung entfernt worden sind.‘ 
Es geht schon aus den Erfahrungen von Martin Hahn 
hervor, dab die Girungswirkung auf Null herabsinken kann, 
wiihrend die Reduktionswirkung weitgehend erhalten bleibt. Unser 
Problem liegt aber gerade darin, die Bedingungen festzustellen, 
unter welchen das Maximum des Wertes des Quotienten y 
erreicht wird. Wie sich unten zeigt, ist keineswegs eine Kon- 
stanz dieses Wertes gefunden worden; der Quotient ist einst- 
weilen nur als einer der notwendigen Anhaltspunkte bei der 
Reinigung und Trennung der Girungsenzyme brauchbar. 


Versuche. 
Zusammensetzung der Girungsproben. 
Lésung: 1 g Glucose + 1 ccm Zymophospat*) + 4 cem 
Puffer (10°/,ig. p,, = 6,3) + 5 ccm Co-Zymase. 
Zu jeder Probe: 1 ccm Lisung + x ccm Hefensuspension 
+ (1 — x) ccm Wasser. 


ee 





1) Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 152, 8S. 264 u. zwar 269 (1926). 

*) Ahlgren, Skand. Arch. Physiol. Bd, 47, Suppl. (1925). 

3) Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 162, S. 264 (1927). — Siehe 
auch Diese Zs. Bd. 162, S. 72 u. zwar S. 81 (1926) und Bd. 163, 8. 202 
u. zwar S. 216 (1927). 

*) Die Zymophosphatlésung war, wo nicht anders angegeben wird, 
eine etwa 10°/,ige Lisung eines Na-Zymophosphatpriparates. 
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Zusammensetzung der Reduktionsproben. 


Zu jeder Probe: 0,5 com Mb-Lésung + 0,5 ccm 0,3 mol. 
Na,HPO, + 0,5 ccm Co-Reduktase + 0,5 com Zymophosphat 
-+- x ccm Hefensuspension + (0,5 — x) ccm Wasser. 


Versuchsreihe I. Hefensuspension: 1 g ausgewaschene Trockenhete 
(Trockenpriparat) + 10 cem Wasser. 


Tabelle 1a. Mikrogirung. 30°. 














ecin Hefensuspension 
Stunden sate sncnliitie 
02 | O04 | 0,6 1,0 1,0 
0,25 0,1 01 | O11 | 0,25 0,25 
0.50 0,1 0,15 025 | 05 0,5 
0,75 0,2 0,2 04 | ag 0,9 
1,00 os | of | 8 | 12 1,7 
1,50 0,2 04 | O09 | 4,2 4,3 
2,00 0,2 or | ef i £2 6,5 
2,30 0,25 12 | 38,3 7,3 7,4 
3,00 0,3 ial #2 7,8 8.0 
3,50 0,4 a 8.3 8,8 





Hefensuspension: 2g ausgewaschene Trockenhefe + 10 cem Wasser. 


Tabelle 1b. Mb-Entfiirbung. 20°. 





ecm Entfarbungs- 

Nr. Hefen- zeit in 

suspension Minuten 
1 0,1 38,0 
2 0,1 37,0 
3 0,2 19,0 
{ 0,2 18,5 
5 0,5 8,0 
6 0,5 8,5 
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Versuchsreihe II. 


Tabelle 2a. 


Hefensuspension: 0,5 g ausgewaschene Trocken- 
hefe + 10 cem Wasser. 


Mikrogirung. 30°. 





Stunden 


0,50 
1,00 
1,25 





ccm Hefensuspension 








»7 


INT. 


6 


Aus den Tabellen 2a und b ergibt 








0,3 0,6 1,0 1,0 
0,2 0,15 05 | O08 
0,2 0,5 3 | #33 
0,97 | 0,75 sa | 8, 
oS | if 45 | 4,3 
0,35 | 1,8 55 | 5,5 
04 | 24 64 | 6,6 
05 | 31 #| 17,6 | 5 
0,7 | 45 | TF, i 8,6 
1,0 5,7 | 8,0 9,3 

Tabtelle 2b. Mb-Entfirbung. 20°. 
eem Entfirbungs- 
Hefen- zeit in 
suspension Minuten 
0,1 23,0 
0,1 24.5 
0,3 8.5 
0,3 8.5 
0,5 2,0 
0.5 55 
sich 
4,5 
y= = 11,2. 
: 0,4 


Versuchsreihe III. 


Hefensuspension: 2 g ausgewaschene Trocken- 
hefe + 20 cem Wasser. 


Tabelle 3a. Mikrogiirung. 30°. 





Stunden 





ecm Hefensuspension 


0,5 0,7 1,0 1,0 
0,1 0,1 0,2 0,2 
0,2 0,45 0,95 1,0 
0,3 1,2 3 3.1 
05 | 28 5,5 5,6 
085 | 4,6 6.9 7,0 
1,1 5,5 7,2 7,4 
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Tabelle 3b. Mb-Entfirbung. 20°. 





Entfairbungs- 














com 
Nr. Hefen- zeit in 
suspension Minuten 
= i 
1 0,1 29,5 
2 0,1 30,0 
3 0,3 10,5 
4 0,3 11,0 
3 0,5 7,0 
6 0,5 7,5 
Aus den Tabellen 3a und b ergibt sich 
4.9 
J = 0336 126. 


Versuchsreihe LY. 


Hefensuspension: 1 g 


Trockenhefe H + 10 eem Wasser. 


Tabelle 4a. Mikrogirung. 30°. 








ecm Hefensuspension 





Stunden - | 
05 | 0,7 1,0 
0,75 1,3 205 4,7 
1,00 2.3 43 71 
1,25 8,5 6,0 8,9 
1,50 4.8 7,5 9,8 
1,75 5,9 8,5 10,7 
Tabelle 4b. Mb-Entfairbung. 20°. 
ecm Entfarbungs- 
Nr. Hefen- zeit in 
suspension Minuten 
! 0,1 21,0 
2 0,2 10,0 
3 0,3 6,0 
4 0,5 4.0 


Aus den Tabellen 4a 





y = — 


0,5 


10,4 








und b ergibt sich 


= 20,8. 








nicht ausgewaschene 
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Die 4 Versuchsreihen, mit verschiedenen T'rockenpriaparaten 


der Unterhefe H ausgefiihrt, werden nun zusammengestellt: 





Zymase- | Redoxase- 


Versuch Quotient y A ktivitit Aktivitiit 
y nth tT a 


J. 1 g ausgew. Trockenhefe + 
10 ccm Wasser. ... . 20.0 5,2 0,26 

If. 0,5 g ausgew. Trockenh. + 
10cem Wasser. . .. . 11,2 4,5 0,4 

Ill. 2 g ausgew. Trockenhefe + 
20 ccm Wasser. ... . 14,6 4,9 0,34 

IV. 1 g nicht ausgew. Trocken- 
hefe + 10cem Wasser . . 20,8 10,4 0,5 











Zuniichst ist zu diesen Werten zu bemerken, daB die 
Zymase-Aktivitit fiir 30°, die Redoxase-Aktivitit fiir 20° be- 
stimmt ist. Wir konnen die ersteren Werte leicht mit ge- 
niigender Genauigkeit durch Division mit 2 auf die Tempe- 
ratur von 20° reduzieren, wodurch die Quotienten y die halben 
Werte erhalten. 


Wie bereits oben erwahnt, sind die fiir 4 Praparate der 
gleichen Hefe erhaltenen Quotienten nicht konstant; sowohl 
die Art der Trocknung als der Auswaschung spielen hier eine 
Rolle. Eine Fortsetzung der Untersuchung wird zeigen, unter 
welchen Umstiinden der héchste Quotient y erreicht wird. 


B. Einwirkung von Adrenalin auf Reduktion und Garung. 


Die Versuche mit Adrenalin sind im Anschlu8 an Ahl- 
grens Versuche mit Muskel ausgefiihrt. 


Stammlésung: 50 mg Adrenalin + 205 ccm Wasser + 
2 ccem 0,1 n-Salzsiure. 


Suspension: 2 g frische R-Hefe + 4 ccm 0,3 mol. Puffer 
(p}; = 5,0) + 1 ccm Zymophosphatlésung + 1 g Glucose. 


Zu jeder Probe: 1 ccm Suspension + 1 ccm Adrenalin- 
lésung. 
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Mikrogiirung. 30°. 














uv Adrenalin mg per cem 

Stunden imi nie ES 
0,0 10-5 | 1078 10-9 
0,5 10,4 9,8 9,8 10,0 
1,0 19,5 18,6 | 18,5 19,0 
1,5 27,3 26,0 | 26,0 26,0 

| 

2,0 29,0 27,7 | 27,8 27,2 
3,0 29,2 27,8 | 27,5 27,4 


Hefensuspension: 10 g frische Oberhefe R + 10 com Na,HPO, + 


10 cem Wasser. 


Mb-Entfirbung. 20°. 














1 ecm Hefensuspens. + 0,5 cem Mb + 


1 cem Wasser 


1 cem Adrenalinlésung 107-7 mg/ecm 


0,5 ecem = + 0.5 eem Wasser 





0,05 ecm - + 0,95 ccm ,, 


Mb-Entfirbung. 
1 cem Wasser 


20°, 


1 cem Adrenalinlésung 10-‘ mg,/cein 





1 ecm 107° mg/ecm 
1 cem 10~° mg/cem 
1 ecm 10—" mg/ecem 


Entfairbungszeit 
in Minuten 


In Oberhefe R wurde, wie die mitgeteilten Tabellen zeigen, 


eine Aktivierung auch mit sehr kleinen Adrenalinkonzen- 
trationen (bis 107’! mg/ccm) weder hinsichtlich Girung noch 
Mb-Entfarbung konstatiert; vielmehr scheint eine kleine Ver- 
zogerung einzutreten. 


EKinwirkung der Katalase auf die Redoxase der Hefe. 


Die Oxydo-Reduktionen in der Hefe kénnen in mannig- 
facher Weise von eigentlichen Oxydationskatalysatoren, von 
Peroxydase und Katalase beeinfluBt sein. 
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Ks wurde deshalb untersucht, ob eine Hefe, die das 
Oxydo-Reduktionssystem enthilt, auch als Katalase wirk- 
sam ist. 

Wir haben zunichst nur die Mb-Reduktion untersucht. 
Als Versuchsmaterial wurde Trockenunterhefe H gewihlt. 


Versuche. 


Lésung: 5 ccm Hefensuspension + 40 ccm Wasser + 5 ccm 
Puffer (p,, = 6,85) +5 ccm Wasserstofisuperoxydlisung (Kon- 
zentration in der Reaktionsmischung 0,01 n.). 

Proben von je 10 ccm wurden nach 0,5, 5, 10, 15 und 
20 Minuten der Lésung entnommen und in 5cem 4n-Schwefel- 
siure einpipettiert. Nach Filtration der Schwefelsiureliésung 
wurden 12ccm der Filtrate mit 0,01 n-Kaliumpermanganat titriert. 








ecm KMnO, 
Min, Nicht ausgewaschene Hefe Ausgew. Hefe 
0,01 g 0,1 g 0,1 g 

0,5 7,0 6,6 7,0 

5, 3,9 6,4 

10 6,6 | 2,3 6,2 

15 6.8 1.6 6,2 

20 6,6 1,4 6,2 





In folgenden Versuchen wurden 10g Hefe in gewohn- 
licher Weise gewaschen und in 100 ccm Wasser suspendiert. 
Ein Trockenpriiparat der ausgewaschenen Hefe wurde dar- 
gestellt und auf Katalase gepriift. 











eem KMnO, 
Ausgewasch. Hefe Waschwasser von ‘Trockenpriparat 
1g = 10 ccm 0,2 g Hefe = 2 ccm lg 
- ee — ane ‘i = - ~ a = — , ~ ——— ~ 
0,5 1,3 6,6 | 4.4 
5 6,7 6,6 | 2,0 
10 6,7 6,6 Bye 
15 6,7 6.5 1.5 
20 6,7 | 6,5 1,3 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, CLXIX, 6 








82 Ragnar Nilsson und Brita Jansson, 


3g Hefe wurden mit 100 ccm Wasser gewaschen. Die 
Katalasewirkung von ausgewaschener Hefe + Waschwasser wurde 
untersucht. 

















ecm KMn0O, 
Min. ran 
Ausgewasch. Hefe Waschwasser von 1g ausgew. Hefe + 
lg 0,3g Hefe=10cem 10cecm Waschwasser 
0,5 2.0 ) 73 2,2 
5,0 1,1 1,6 1,4 
10 0,9 7,1 1,5 
15 0.8 | 6,9 ie 
20 0,8 6,5 1,2 
ecm KMnO, 
Min. rere “are ; faa ae ears 
Ausgewasch. Hefe Waschwasser von ‘Trockenpriparat v. 
0,5 ¢g 05g Hefe=10cem 1g ausgew. Hefe 
0.5 ray | 6,9 D2 
50 0,7 6,4 3,6 
10 0,5 6,4 2,8 
15 0,5 5,2 2,2 
20 0,5 4.5 2,0 





Kin Co-Zymasefreies Trockenpriiparat von ausgewaschener 
Trockenunterhefe (Myrbick) wurde ebenfalls als Katalase 
gepriift. Hefemenge 0,1 g. 








eem KMnO, | 5,4 | 0,6 | 0,4 | 0,25 
Minuten | 0,5 | 5 10 | 20 


Einwirkung von Katalase auf die Mb-Reduktion. 


! 


Suspension: 2g ausgewaschene Trockenunterhefe + 5 ccm 0,3 mol. 
Na,HPO, + 5 cem Zymophosphatlésung. Co-Reduktase zugesetzt als 











Dialvysat. 
. ' _ | Entfirbungezeit 
Nr. 1 eem Suspension + 0,5 cem Mb-Loésung + ‘ 8 
in Minuten 

1. 2. | 0,5 cem Dialysat + 0,5 cem Wasser 86 40 
3. 4. | 0,5 eem ‘ + 0,5 eem Katalaselésung 33 82 
5. 6. | 0,5 eem Katalaselésung + 6,5 cem Wasser 83 81 
7. 8. | 0,5 eem inakt. Katalaselés.+0,5 ccm Wasser 81 82 
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Das Katalasepriparat wirkt also in Gegenwart von 
Co-Zymase auf die Mb-Entfarbung sehr wenig ein. 

Die Versuche haben also keinen sicheren Anhaltspunkt 
dafiir gegeben, daB die Katalase bei der Mb-Reduktion eine 
Rolle spielt. Sehr interessant ware die Priifung, ob die 
schwache Sauerstoffatmung der Trockenunterhefe H durch Zu- 
satz von Katalase aktiviert werden kann. Dies soll bei 
Gelegenheit untersucht werden. 


Einwirkung von Tetrahydro-f-naphthylamin auf 
Mb-Reduktion und Girung. 


Bei Versuchen mit frischer, fein zerschnittener Muskulatur 
‘Kaninchen) fand Ulf vy. Kuler’) eine Steigerung der Ent- 
firbungsgeschwindigkeit des Methylenblaus (Methodik Thun- 
berg-Ahlgren) durch Tetrahydro-f-naphthylamin in Konzen- 
trationen 107?° bis 1074, wahrend Konzentrationen von 1073 
an hemmend wirkten. ,,Die Oxydation von Bernsteinsiure im 
System: 

ausgewaschene Muskulatur + Mb in vacuo 


wird gleichfalls von T-S-n beschleunigt. Im Gegensatz dazu 
konnte auch bei der optimalen T’-$-n-Konzentration 10—° keine 
Férderung der Milchsaure- oder Glycerinphosphorsiiureoxydation 
beobachtet werden.“ 

Wir haben entsprechende Versuche mit frischer Hefe und 
mit Trockenhefe ausgefiihrt. 


Versuche mit frischer Hefe. 


Die Erwigung, dab das T-8-n eine Permeabilitatsinderung 
herbeifiihrt, gaben zu Versuchen Veranlassung, bei welchen 
die frische Hefe mit verschiedenen Konzentrationen von T-§-n 
vorbehandelt wurde. 


) Ulf v. Euler, Skand. Arch. Physiol. Bd. 51, S$. 129 (1927). 
6 * 
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Hefensuspension: 10 g frische Oberhefe R + 10 ccm Phosphatpuffer- 
lésung (10°/,ig. py = 6,2) + 10 cem Wasser. ‘Temp. 18°. 
0,5cem Mb-Lésung+ 1 ccm Hefensuspension + 1ccem 5° ,ige T-$-n-Liésung. 





. Vorbehandiungszeit Entfarbungszeit i 
Nr. ; ; ; 
in Minuten in Minuten 
1 5 40,5 
2. 8 15 61,5 58 
4, 5. 30 84,5 87 








Wir finden also eine mit steigender Vorbehandlungszeit —, 
zunehmende Hemmung durch die Vorbehandlung mit den 
untersuchten 'T'--n-Konzentrationen. 

Kinflu8 der Aciditat: Die Wirkung des 'T’-f-n ist stirker 
bei p,, = 8,2 als bei p, = 5; dies besagt, daB die Wirkung 
der freien Base stirker ist als diejenige des Tetrahydro-/- 
naphthylamin-chlorhydrates, wie ja auch zu erwarten war. 


Kinflu8 der T-8-n-Konzentration auf frische Hefe. 


Versuch a. 
Hefensuspension: 10 g frische Oberhefe R + 10 ccm 0,3 mol. Na,HPO, 
Lésung + 10 ccm Wasser. 
0,5 eem Mb-Loésung + 1 ccm Hefensuspension + 1 eem T-9-n-Liésung. 

















Nr Konzentration der Entfiarbungszeit 
T-9-n-HCl-Lésung in Minuten 
. oe 0 (Wasser) 55 =: 60 
S. 4. 0,1 °/, 46 50 
5. 1 17 
. % A) 8,5 8,5 
Versuch b. 


Hefensuspension: 10 g frische Oberhefe R + 10 ecm 0,3 mol. Phosphat 
pufferlésung py = 5,0 + 10 cem Wasser. 
0,5 eem Mb-Lésung + 1 ccm Hefensuspension + 1 cem T-f-n-Lésung. 





Entfiirbungszeit 











Nr. Konzentration der 
T-§-n-HCl-Lisung in Minuten 
1. 2. 0 (Wasser) 188 190 
3. 4 5 1, 83 35 
5. 6 10 54. 58 
8. 20 etwa 30 Stunden 
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Die Entfirbungsgeschwindigkeit des Mb erfahrt also auch 
bei den Hefeversuchen eine starke Beschleunigung. Die be- 
schleunigenden T-$-n-Konzentrationen sind aber ganz ver- 
schieden. Wihrend v. Kuler mit frischer Kaninchenmuskulatur 











f tfarbungsze! tin htin 





























ee Forderung | 
~< es a + + t — ee | —s 
| | Kontro/ie _| | ae 
f T | | 
_ | | Y | Hemmung | bi 
G4 1 i 
7 ee a” a 12 


“a “10 77 
log. Konz. 7. 8.n 


folgende Konzentrationskurve findet, nach welcher also das 
Maximum der Beschleunigung bei der Konzentration 107° 
liegt, ist bei unseren Versuchen mit frischer Hefe die Konzen- 
tration der maximalen Beschleunigung etwa 2.107%. 


carungsversuche mit frischer Hefe 
(abgekiirzt mitgeteilt). 
Hefensuspension: 2 g frische Oberhefe R + 4 ccm 0,3 mol. Pufferlésung 
(py = 5,0) + 1 cem Zymophosphatlés. + 1 g Glucose. 


Mikrogirung 30°. 

















Qusdaner 1 eem Hefensuspension + 
Stunden i cem H,0 -1eem T-§-n-Lés. 1°/, | 1 cem T-6-n-Lés. 5°, 
0,: 10,4 | 9.7 | 1,3 
1,0 19,5 | 18,6 | 1,8 
2,0 29.0 | 27,5 2.0 
8.0 29.9 | 27,6 | 2.0 
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EinfluB der Aciditit. | 


Hefensuspension 1: 5 g Oberhefe R + 5 cem 0,3 mol. Na,HPO, py = 8,3 
+ 5ecm Wasser + 1g Glucose. Hefensuspension 2: 5g Oberhefe RK 











+ 5 cem 0,3 mol. Pufferlisung (py = 5,0) + 5cem Wasser + 1 g Glucose. } 
Mikrogiirung 30°. 

1 ccm Hefensusp. 1 + 1 cem Hefensusp. 2 + 

Gardener j—_. P S actanbtie pinisvaiini, sine 
Stunden 1 eem T-6-n- 1 ccm 1 cem T-6-n- 1 cem 
Lis. 5*/, H,O Los. 5°, H,O 
0,5 09 | 1,0 | 1038 23 | 41,9 9,8 

| i | 

1,0 12 | 14 | 11,9 35 | 28 11,8 
1,5 is | afl ae 45 | 8,4 12,0 
2,0 i | +f | ae 52 | 88 12,1 





Beschleunigung tritt hier nicht ein, dagegen eine deutliche 
Inaktivierung. Die Inaktivierung ist gréBer bei p,, 8,3 als bei 
P, 9, und ist demnach wohl der freien Base zuzuschreiben. 


Die Vergiftung bei verschiedenen Konzentrationen von T-f-n 
wurde studiert. 


Hetfensuspension: 2 g frische Oberhefe + 4 ccm 0,3 mol. Puffer py = 5,1 
+ 1cecm 10°/, iger Zymophosphatlésung + 1 g Glucose. 
Girung 30°. 








Girdauer 1 cem Hefensuspension + 1 cem 

Stunden Wasser | is T-6-n | 6.1%), T-3-n T-9-n ie 
0,25 a“ Ut i‘ aC 4,9 5,1 
0,50 11,0 | 2.2 9,7 10,1 
0,75 15,6 | 2.7 14,0 14,5 
1,00 19,8 | 3,1 | 18,6 | 19,1 
1,25 23,9 | 3,4 | 22,7 | 23,1 
1,50 24,7 | 8,6 | 23,6 | 23,8 
1,75 25,1 | 3,8 | 24,0 | 24,0 





Die Giftwirkung ist erst bei groBen Konzentrationen er- 
heblich. Die Konzentration, die fiir die Aktivierung der Mb- 
Reduktion durch Muskel optimal ist, ist bei der Garung mit 
frischer Oberhefe ohne Wirkung. 
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Versuche mit Trockenhefe. 


Die zu den Versuchen benutzte Hefe war ein Lufttrocken- 
praparat von ausgewaschener ‘T'rockenunterhefe H. 

Zymophosphatlésung: Etwa 5°/,ige Liésung von hexose- 
di-phosphorsaures Na. (Uber das Ba-Salz gereinigt.) 

Zu den zwei ersten Versuchsreihen wurde eine durch 
Blei- und Quecksilberfillungen gereinigte Co-Zymase benutzt, 
zu den folgenden Versuchen eine Co-Zymase, die durch zwei- 
malige Bleifallung gereinigt war. 

Puffer: 10°/, ige Phosphatlésung p,, = 6,12. 


Hefensuspension: 1 g Hefe + 2,5 cem Puffer + 7,5 cem Wasser. 








. 1 cem Hefensusp. + 0,5 ecm Co-Zymase — 
Nr. P all. ‘y Entfarbungszeit 
+ 0,5 cem Mb + 
Li: 2 0,5 cem Wasser Nach 20 Stunden 
g 4. 0,5 cem 2°/, T-8-n noch stark gefirbt 
5. 0,5 ecm 10°/, T-9-n 

> 5 iva) ‘ 0 Tl £ 

6. 0,5 eem 20°/, T-6-n 

. 0,5 cem Zymophosphatlisung 7 Minuten 








Kine Donatorwirkung von T-8-n gegeniiber der Hefen- 
reduktase kam also nicht zum Vorschein. Es wurde jetzt 
untersucht, ob in Gegenwart von Zymophosphat als Donator 
eine Aktivierung durch T-8-n erreicht wird. 


Hefensuspension: 0,5 g Hefe + 1,75 cem Puffer + 5,25 eem Wasser. 














Nr 0,5 eem Hefensusp. + 0,5 cem Co-Zymase + | Entfirbungszeit 
0,5 eem Zymophosphatl. + 0,5 eem Mb + in Minuten 
i, 0,5 cem 2°/, T-5-n 68 
2. 0,5 eem 4°/, T-6-n 92 
a. 0,5 cem Wasser 75 TO 








Hefensuspension: Wie im vorigen Versuch. 








1. 2. 0,5 cem Wasser 13,0 12,5 
3. 0,5 cem 2°/, T-8-n 11,5 
4. 5. 0,5 ecm 1°/, T-6-n 13,0 13,5 
0,5 cem 0,5°/, T-f-n 12,5 
0,5 ecm 0,1°/, T-9-n 11,5 
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Hefensuspension: 0,25 g Hefe + 1,75 ecm Puffer + 5,25 cem Wasser. 





— ee — ins on aT Ca 











Nr. 0,5 eem Hefensusp. + 0,5 cem Co-Zymase + | Entfiirbungszeit 
0,5 eem Zymophosphatl. + 0,5 eem Mb + in Minuten 
i. & 0,5 eem Wasser 384 35 
c.. &, 0,5 cem 5°/, T-6-n 30 31 
5. 6. 0,5 cem T-6-n 10—® 33 32 
i. 3 0,5 cem T-6-n 10% 81 81 








Auch in Gegenwart von Zymophosphat wird also durch 
Zusatz von T-S-n keine oder nur geringfiigige Aktivierung 
erreicht. 

Der EiniluB von T-9-n auf die Garung mit ausgewaschener 
Trockenunterhefe mit und ohne Zusatz von Co-Zymase wurde 
studiert. 


Hefensuspension: 2 g ausgewaschene Trockenunterhete H + 4 cem Puffer 
(10°/, pa = 6,4) + 1 cem Zymophosphatl. + 1 g Glucose. 
0,1°/,ige T-§ n-Lésung. Totalvolumen jeder Garungsprobe 2 ccm. 


Girung 30°. 








Girungsd. 1,0 0,5 0,1 0,0 0,0 0,8 eem T-§-n 
Stunden 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,2 | ecm Co-Zymase 
1 03 | 03 | 03 | 038 | 1,0 7 0,9 on 
2 041 04 | 04 1 O48 } 481 15 
3 06 | 0,5 | 04 | 04 | 20] 1,8 wit 
4 07 | 06 | 05 | 05 | 25 | 20 wn 























Zusammenfassung der Ergebnisse. 


Aktivierung der Mb-Reduktion durch Zusatz von T-f-n 
tritt nur bei frischer Hefe ein. Weder die Gairung mit Trocken- 
hefe noch mit frischer Hefe wird aktiviert. Dagegen tritt bei 
gréReren Konzentrationen Hemmung ein. Wie die Aktivierung 
der Mb-Reduktion zustande kommt, liBt sich noch nicht be- 
urteilen. Aus den Versuchen mit T'rockenhefe geht jedoch 
hervor, daB 'T--n als Wasserstofidonator nicht von der Mutase 
ausgenutzt wird, und ferner, daB T-8-n das Co-Knzym nicht 
ersetzen kann. 
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KinfluB von o- und m-Phenylendiamin auf die 
Mb-Reduktion durch Trockenhefe. 


Zu den Versuchen wurde nicht ausgewaschene ‘'rocken- 
unterhefe H benutzt. Kine Aktivierung wurde, auch bei sehr 
kleinen Konzentrationen der betreffenden Stoffe, nicht be- 
obachtet. Bei héheren Konzentrationen trat eine nicht erheb- 
liche Hemmung ein. 


Anhang. 


Kinwirkung von Pikrinsiure auf die alkoholische 
Girung durch Trockenhefe. 


Da bei der Co-Zymasereinigung durch Fallung mit Pikrin- 
siure die Priparate nach der Fallung Pikrinsiure enthalten, 
war es von Interesse zu ermitteln, inwieweit die Co-Zymase- 
bestimmungen von dem Gehalt des Co-Zymasepriiparates an 
Pikrinsiure beeinfluft sein kénnen. Zu diesem Zweck wurde 
die Gurung durch ausgewaschene Trockenhefe mit Zusatz von 
Co-Zymase bei verschiedenen Pikrinsiurekonzentrationen unter- 
sucht. 


Mikrogirung 30°. 








ecm Pikrinsiure 
Stunden pose 
0,0 0.0 0,05 0,1 0,2 0.5 
1,0 04 | 05 !} 03 | 03 ! O12 01 
2.0 ig ij i, 0.7 0.6 0.3 ).9 





Mikrogiirung 30°. 








f, eem Pikrinsiiure 
Stunden aubeuon: 
0,0 0,001 | 0,005 0,01 
| | | 
1,0 0,75 | 0,8 0,75 | 0,6 
2.0 20 | 21 | 18 ‘| 1,8 
3,0 32 | 32 | 2,7 1,8 
4,0 450 | 4,5 8,6 2,4 
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eem Pikrin- 
siiure 
0 
0,001 
0,005 
0,01 





Konzentration 
(mol.) 
0 
0,000025 
0,000125 
0,00025 





ecm CO,- 
Stunde 
1,1 
1,1 
1,0 
0,6 


Wenn die Pikrinsiure in Konzentrationen 0,000125 mol. 
vorhanden war, trat keine nennenswerte Hemmung ein. Durch 
héhere Pikrinsiiurekonzentrationen wurde die Giirung in zu- 
nehmendem Grade gestdrt. 





Zur Chemie des Blutfarbstoffes. 


6. Mitteilung. 
Uber die Beziehungen zwischen Hamin, Hamochromogen 
und Porphyrin. 
Von 
Felix Haurowitz. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der deutschen Universitat in Prag 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Juni 1927.) 


In der 5. Mitteilung dieser Untersuchungsreihe war festge. 
stellt worden, daB zur Uberfithrung von Oxyhimin (Hiimatin) in 
Himochromogen 1 Aquivalent H verbraucht wird. Das gleiche 
Resultat wurde an Oxyhimin bei Gegenwart von Pyridin oder 
NaCN erhoben, ferner an hydriertem Hamin (Mesohimin) und 
Himuinester. 

Dem quantitativen und eindeutigen Ablauf dieser Ver- 
suche widerspricht die urspriinglich von Zaleski beschriebene 
Moéglichkeit, nicht nur Ferri-, sondern auch Ferrosalze in Por- 
phyrine einzufiihren, und derart Hiimine zu gewinnen. Dem 
in der 5. Mitteilung beschriebenen Zusammenhang zwischen 
Himin und Himochromogen widerspricht ferner die mehrfach 
beschriebene Beobachtung, dafS Hiimochromogen durch Zusatz 
von Saure ohne Anwendung von Oxydationsmitteln in Hamin 
bzw. Himatin umgewandelt werden kann. Diese Widerspriiche 
aufzukliiren, ist Aufgabe der vorliegenden Mitteilung, Daneben 
soll die Frage entschieden werden, ob bei Reduktion der alka- 
lischen Haminlisung Umwandlung von Oxo- in Oxysauerstoff 
stattfindet oder aber solche von Oxysauerstoff in H,O; im 
ersteren Hall wiire im Hiimochromogen neben den 4 Carboxyl- 
Q-atomen noch ein fiinftes O-Atom anzunehmen, 
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1. Einfihrung von Eisen in Porphyrine: 
Fir den Ubergang von Porphyrinen in Hamine mittelst 
Ferrisalze gilt die klassische Gleichung: 
C,,H;,0,N, + FeCl, = C,,H,,0,N,FeCl + 2HC!, 


nach welcher 2H-Atome des Porphyrins durch Valenzen des 
Fe ersetzt werden. Im Widerspruch zu dieser Gleichung ge- 
lingt es nach Zaleski?) auch Ferrosalze in Porphyrine ein- 
zufiihren und derart dieselben Himine zu erhalten. Es muB 
also entweder eine Reduktion bei Kinfiihrung von Ferrieisen 
oder eine Oxydation bei Einfiihrung von Ferroeisen statt- 
finden. Der oxydierende EinfluB des Luftsauerstofies auf Ferro- 
salze wurde von H. Fischer u. K. Schneller?)*) durch Ver- 
suche im N,-Strom ausgeschlossen, der oxydierende HinfluB 
der Q-haltigen Seitenketten des Hiématoporphyrins durch 
W. Kiister u. H. Maurer‘) unwahrscheinlich gemacht. Higene 
im folgenden beschriebene Versuche zeigten ferner, daB die 
Kinfiihrung von Ferrochlorid auch bei Gegenwart von H,S 
leicht stattfindet, so dai Oxydation von Fe" zu Fe" sicher 
auszuschlieBen ist. Das Ferrosalz war in den genannten Ver- 
suchen durch Auflésung von metallischem Fe in Eisessig und 
nachtriglichen Zusatz von NaCl gewonnen worden; bei diesem 
Vorgang kénnte es zur Bildung von oxydierend wirkenden Sub- 
stanzen (Aldehyden) und damit zur Umwandlung von Fe" in 
Ke™ kommen. Derartige sekundire Verainderungen konnten 
aber ebenfalls ausgeschlossen werden, denn Ferroacetat, das 
durch Auflésung von Fe in reiner HCl und nachtriglichen 
Zusatz von Eisessig und Na-Acetat gewonnen war, lieB sich 
mit gleicher Leichtigkeit in Porphyrine einfiihren. 

War durch die genannten Versuche festgestellt, daB Ferro- 
eisen in Porphyrine eingefiihrt werden kann, so gelang es nicht, 
den strengen Nachweis zu fiihren, da Ferrieisen von Por- 
phyrinen aufgenommen wird. bei solchen Versuchen muBte 





1) J. Zaleski, Diese Zs. Bd. 45, 3S. 11 (1904). 

*) H. Fischer u. K. Schneller, Diese Zs. Bd. 128, S. 234 (1923). 
5) H. Fischer u. B. Piitzer, Ebenda Bd. 154, S. 42 (1926). 

4) W. Kiister u. H. Maurer, Ebenda Bd. 135, S. 131 (1924). 
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die Anwendung von Reduktionsmitteln streng ausgeschlossen 
werden, ebenso wie die Anwesenheit von Oxydationsmitteln bei 
Kinfiihrung von Fe" ausgeschlossen worden war; von der Ver- 
wendung von Hisessig als Lésungsmittel muBte daher abgesehen 
werden, denn die reduzierende Wirkung desselben besonders 
bei Gegenwart von Fe-Salzen ist schon lange bekanut.!) Ver- 
wendet man nun an Stelle der iiblichen Essigsiiure andere 
organische Siiuren wie Buttersiure oder Valeriansiiure, so be- 
wirkt Ferrochlorid glatt Umwandlung des Porphyrins in ein 
Himin; mit Ferrichlorid gelingt der Versuch aber aut keine 
Weise. Es mu8 danach angenommen werden, dab bei Ein- 
wirkung von Hisessig auf FeCl, und Porphyrine eine Reduk- 
tion stattfindet. Diese erfolgt wohl nicht primir am Fe-Salz; 
denn bei Verwendung eines groBen Uberschusses an FeCl, 
wurde dieser nach Ablauf der Reaktion und Abtrennung vom 
entstandenen Porphyrin wieder in dreiwertiger Form vor- 
gefunden; es ist aber méglich, daB intermediir gebildete lockere 
Zwischenverbindungen von Ke und Porphyrin der reduzierenden 
Wirkung des Eisessigs unterliegen. 

Versuche. 10mg Mesoporphyrin (aus Mesohimin durch 
HBr-Hisessig) mit Hisessig-Na-Acetat im N,-Strom ausgekocht: 
in einem zweiten Kolben Fe-Draht in HCl im N,-Strom ge- 
idst, dann im N,-Strom den heiSen Inhalt des ersten Kolbens 
in den zweiten Kolben gesaugt. Das vierstreifige Spektrum des 
Mesoporphyrins (Maxima etwa bei 627, 573, 553 und 527 uy) geht 
sofort in jenes des Mesohimins iiber (Maximum bei 625 uu, Be- 
schattung von 564 uu gegen das violette Ende des Spektrums 
mit zwei undeutlichen Maxima im Blaugriin). Der gleiche Ver- 
such gelingt auch bei Herstellung des FeCl, aus einer salzsauren 
Lésung von FeCl, durch H,S-Gas; weder der ausgeschiedeue 
Schwefel noch auch stiindiges Durchleiten von H,S stérten das 
Auftreten des Mesohiiminspektrums. 

He-Pulver mit Mesoporphyrin, Buttersiiure, HCl und etwas 
NaQH (zum Abstumpfen der freien Mineralsiure) gekocht, gibt 
den typischen Farbumschlag von Rot nach Braun und Um- 


1) F. Hopkins u. 8. Cole, Proc. Roy. Soe. Bd. 68, 8. 21 (1901). 
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wandlung des Porphyrinspektrums in ein typisches Hamin- 
spektrum. Bei Verwendung von FeCl, an Stelle des Fe-Pulvers 
tritt auch nach liingerem Kochen keine Umwandlung des Por- 
phyrinspektrums ein; sie erfolgt jedoch sofort nach Zusatz von 
H,S-Wasser und kurzem Aufkochen, langsamer bei Zusatz von 
Hydrazinhydrat. Die gleichen Resultate wurden bei Ver- 
wendung von Valeriansiiure an Stelle der Buttersiure und bei 
Verwendung von Hiimatoporphyrin an Stelle von Mesoporphyrin 
erhalten. 

Beispiel. 2 mg Hiimatoporphyrin, 0,3 cem 5°/, iger FeCl,-Lésung, 
0,2 cem 2n-HCi und 1 eem 20°/, iger NaOH werden mit 5 cem Valerian- 
siure gekocht; da keine Farbiinderung eintritt, wird ein wenig H,S- 
Wasser zugegeben und neuerlich aufgekocht; sofort erfolgt Farbumschlag 
in Braun und typische Anderung des Spektrums. 

Vor Aufkochen: deutliche Maxima bei 627, 575, 535, 501 uu; 
Farbe rot. 

Nach Aufkochen: Spektrum und Farbe unveriindert. 

Nach H,S-Zusatz und Aufkochen: Maximum bei 633, Beschattung 
von 550 gegen das violette Ende mit zwei undeutlichen Maxima im 
Blaugriin; Farbe braun. 

Da8 die Einfiihrung des Eisens gelungen war, geht auch aus son- 
stigen Spektralreaktionen der so erhaltenen Hiiminlésungen hervor. Sie 
gaben auf Zusatz von NaOH das Spektrum des ,,alkalischen Hiimatins*“, 
d. h. einen breiten Schatten bei etwa 595 uu; auf weiteren Zusatz von 
N,H,-H,0 zu der alkalischen Lésung traten die 2 Streifen des entsprechen- 
den Hiimochromogens auf, d.h. ein scharfer intensiver Streifen, dessen 
Maximum etwa bei 550 lag und ein unscharfer schwiicherer Streifen mit 
einem Maximum etwa bei 520 wu, Bei Behandlung von Mesoporphyrin 
in Valeriansiiure mit CuSO, oder AgNO, wurden in analoger Weise die 
typischen zweistreifigen Spektren der entsprechenden Komplexsalze er- 
halten. Die Einfiihrung von Kupfer gelang ebenso in reduzierter Form, 
z. B. bei Zusatz von Hydrazinhydrat. In Anlehnung an die Versuche von 
Kunz und Kress') wurde versucht, metallisches Eisen ohne Siuren in 
Porphyrine einzufiihren. Dazu wurden durch Zerstiiubung von Fe-Feil- 
spiinen im Hoechfrequenzstrom kolloide Lésungen von Fe in Alkohol und 
in Benzol hergestellt.?) Beim Kochen von Himatoporphyrin mit solchen 
Lésungen erfolgte jedoch keine Anderung des Spektrums. 

Um eine etwa stattfindende Reduktion von FeCl, durch Eisessig 
unter den Bedingungen der Himinbildung nachzuweisen, wurden 0,35 ¢ 


———— ee ee ee 


1) K. Kunz u. A. Kress, Chem, Ber. Bd. 60, S. 367 (1927). 
*) F. Haurowitz, Kolloidzeitschr. Bd. 40, S. 139 (1926). 
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salzsauren Hamatoporphyrins, 120 cem 80°/,igen Eisessigs und 0,5 g 
FeCl, sowie 5g Na-Acetat 10 Minuten im N,-Strom gekocht. Nach Er- 
kalten der erhaltenen Hiiminlésung (Hiimatohimin) wurde durch NaOH 
alkalisch gemacht und die dadurch neuerlich heiB gewordene Lésung 
durch eine Filterrdhre in cine Woulffsche Flasche gesaugt. Das am 
Filter gebliebene Eisenoxyd wurde dann mit verdiinnter heiber NaOH 
gewaschen. Durch ein auf den Boden der Woulffschen Flasche rei- 
chendes Glasrohr wurden Filtrat und Waschwiisser sofort in eine groBe 
Saugflasche gesaugt. Simtliche Operationen erfolgten im N,-Strom. 
Der Filterriickstand wurde in N,-Atmosphire in heiBer HCl gelést und 
in der Woulffschen Flasche mit KMn0O, titriert; Verbrauch 0,20 cem 
n/10-KMnO,, d. i. 1,1 mg Ferroeisen. Nach Reduktion der titrierten 
Lésung mit SnCl, wurde neuerlich titriert; Verbrauch 4,7 cem n/10-KMnQ,, 
d. i. 25,8 mg Gesamteisen. Von dem iiberschiissig zugesetzten Eisen 
war also nur ein Teil, nimlich 25,8 mg durch NaOH gefiallt worden und 
zwar fast ausschlieBlich in Fe™-Form; nur 1,1 mg fanden sich als Ferro- 
eisen. Der Rest des Eisens fand sich in der alkalischen Himatinlésung 
und zwar auch als Ferrisalz; denn nach Ausfillung des Hiimatins durch 
verdiinnte HCl gab die iiberstehende Loésung deutliche Reaktion auf 
Fel (mit K,FeCy, Berlinerblau) aber keine Reaktion auf Fe! (mit 
K,FeCy, sogenanntes Turnbullblau). Eine Reduktion iberschiissigen 
Ferrieisens war also nur in geringem MaBe erfolgt. 


2. Einwirkung von Sauren auf Hamochromogen. 


Vor kurzem hat Roche?) angegeben, dab Haimochromogen, 
welches durch Reduktion mit Na,S,OQ, in alkalischer Lésung 
aus Himatin gewonnen war, beim Ansiiuern eine Liésung mit 
dem Spektrum des sauren Hiimatins gibt. Kine Umwandlung 
von Himochromogen in Himatin ohne Zusatz von Oxydations- 
mitteln stiinde aber im Widerspruch mit den Beobachtungen 
der 5. Mitteilung dieser Untersuchungsreihe. Denn nach diesen 
ist zur Umwandlung von Hiimochromogen in Himatin 1 Aqui- 
valent OH notwendig. Nun ist das Gleichgewicht 


Hiimatin minus OH = Himochromogen 


bei saurer Reaktion so stark nach der linken Seite der Glei- 
chung verschoben, daB auch die schwaichsten Oxydationsmittel 
wirksam sind. Als solche Oxydationsmittel kénnten aber die 
in alkalischer Lisung aus Na,S,O, gebildeten Produkte an- 


1) J. Roche, Compt. rend. soc. biol. Bd. 94, S. 462 (1926). 
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gesehen werden. Ks war deshalb wichtig festzustellen, ob die 
Umwandlung von Hamochromogen in Hiimatin auch bei sicherer 
Abwesenheit von Oxydationsmitteln durch bloBes Ansiuern 
erfolgt; die im folgenden beschriebenen Versuche ergaben, da 
dies nicht der Fall ist. Durch die Siurewirkung erfolgt ledig- 
lich Ausfiallung eines braunen Niederschlages, der sich in Alkali 
(bei LuftabschluB) mit dem typischen Spektrum des Hamo- 
chromogens langsam und unvollstindig lost, ohne — wie echtes 
Himatin — mit Hydrazinhydrat N, zu entwickeln. Die Ent- 
wicklung stiérender oxydierender Substanzen bei der Himo- 
chromogenbildung lieB sich dadurch vermeiden, da an Stelle 
des Na,S,O, Hydrazinhydrat als Reduktionsmittel verwandt 
wurde. Dieses wird, wie in der 5, Mitteilung nachgewiesen 
wurde’), von Himatin in fiquivalenten Mengen quantitativ zu 
N, oxydiert. 

Die in den Versuchen angewandten Siuremengen waren 
stets so gering, da& merkliche Porphyrinbildung nicht eintrat 
(Kontrolle mit dem Taschenspektroskop). Das entwickelte Gas 
erwies sich als frei von H, und O,. Dadurch werden die 
Resultate der 5. Mitteilung’) wesentlich erhirtet, nach denen 
auf ausschlieBliche Bildung von N, zu folgern war. Unerwartet 
war bei diesen Versuchen die Bildung kleiner Mengen N, 
im Moment des Ansiuerns der alkalischen Lisung von Himo- 
chromogen und Hydrazin; das Hamochromogen nimmt also beim 
Ansiiuern kleine Mengen Wasserstofit auf; die Menge des aut- 
genommenen H — berechnet aus dem entwickelten N, — blieb 
aber stets sehr betriichtlich unter 1 Aquivalent, so daB die Um- 
wandlung nur einen Teil der Molekiile betreffen kann. Es muBte 
in erster Linie an katalytischen Zerfall des Hydrazins beim 
Ubergang von alkalischer zu saurer Reaktion gedacht werden; 
gegen die Annahme eines solchen spricht jedoch das Aus- 
bleiben weiterer Gasentwicklung in der sauren Lésung. 


Versuche. Die Versuche wurden im van Slykeschen?) Apparat 
zur Mikrobestimmung des Aminostickstoffs vorgenommen. Die An- 





1) F. Haurowitz, Diese Zs. Bd. 164, 8. 255 (1927). 
*) D. van Slyke, Jl. of Biol. Chem. Bd. 16, S. 121 (1923), 
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ordnung glich der in der 5. Mitteilung') beschriebenen. An Stelle der 
Hempelschen Pipette wurde eine Explosionspipette gebracht (Figur). 
0,1020 g Cl-Himin (Schalfejew), enthaltend 7,8°/, Fe, wurden in 
den trockenen Apparat nach D gebracht, dann von Biirette B N, durch- 
geleitet, bis siimtlicher O, vertrieben war. Die Gasbiirette G war mit 
10°/, iger NaOH vollkommen gefiillt. Es wurden von B 3 cem 2,5°/, igen 
wiBrigen Hydrazinhydrates in den Apparat gebracht und energisch ge- 
schiittelt. Die Verbindung zur Gasbiirette war vorher geéffnet worden. 
Ablesung ergab Zunahme um 0,95 cem N, (20°, 735 mm); ber. 0,97 mg, 
gef. 1,05 mg N,. Nun wurde aus B 1,8 com n-H,SO, eingebracht, wobei 
Kintritt von Luftblischen peinlichst vermieden wurde. Die rote Himo- 
chromogenlésung flockte sofort quantitativ aus, die iiberstehende Fliissig- 
keit war vollkommen farblos. Das in D befindliche Gas wurde durch 
Nachspiilen ausgekochten Wassers aus B und Senken der Niveaukugel 
nach G gebracht; es hatte ein Volumen von 5,9 cem; nachdem es in die 














Explosionspipette gefiihrt worden war, wurde G@ dreimal mit reinem O, 
gewaschen; O, wurde hierzu durch T eingebracht und durch Heben der 
Niveaukugel wieder entfernt. Dann wurde 2,0 eem O, in @ abgemessen, 
nach # gebracht und das Gemisch in £ entziindet; es erfolgte keine 
Kontraktion, auch nicht nach Einbringen von Knallgas. Das entwickelte 
Gas war also frei von H,. Durch einen analogen Versuch mit H, lieB 
sich zeigen, da es auch frei von O, war. 

0,100 g Cl-Hiimin (Schalfejew) in gleicher Weise mit Hydrazin- 
hydrat und H,SO, behandelt, dann 2,0 cem NaOH zugefiigt; es trat zum 
Teil Lésung des Niederschlages ein, wobei typisches Himochromogen- 
spektrum beobachtet wurde. Gasentwicklung nach Hydrazinhydrat- 
zusatz 0,95 mg N,, ber. 0,96 mg; nach H,SO, 0,40 cem, nach NaOH 
0,07 cem Gas; keine Kontraktion mit O,; simtliche Analysen bei 20! 
und 736 mm, 


1) F. Haurowitz, Diese Zs. Bd. 164, S. 255 (1927). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXIX. 7 
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3. Uber den Sauerstoffgehalt des Hamochromogens. 


Wihrend Elementaranalysen des Oxyhiimins leicht durch- 
zufiihren sind und mit Sicherheit ergeben, da& im Molekil 
desselben 5 O-Atome vorhanden sind (s. z. B. Hamsik})), sind 
Analysen des Himochromogens nur unter groBen Schwierig- 
keiten durchzufihren (Zeynek?)), da sich dasselbe an der 
Luft bereits oxydiert. Es ist daher noch nicht entschieden, 
ob der Ubergang von Hiimatin in Himochromogen in der Auf- 
nahme eines H-Atoms besteht oder in der Abgabe einer OH- 
gruppe. Im ersteren alle hatte das (Proto-)himochromogen 5, 
im letzteren Falle nur die 4 O-Atome seiner beiden COOQH- 
(zruppen in seinem Molekiil. Es gelang nun im folgenden zu 
zeigen, daB Cl-Hamin bei volliger Abwesenheit von O, und 
sauerstoffhaltigen Substanzen in Himochromogen_ iiberfiihrt 
werden kann. Das so gebildete Hiamochromogen kann also in 
Molekiil nur 4 O-Atome enthalten. 

Versuche. In einem EinschluBrohr wurden 5 ccm Pyridin 
(fiber K,Cr,O, destilliert, tiber Atzkali getrocknet) im N,-Strom 
ausgekocht und erkalten gelassen. In das schriig gehaltene 
Rohr wurde ein Proberéhrchen mit 0,1 g Cl-Himin (Schal- 
fejew) und ein zweites mit etwa 50 mg blankem oxydfreiem 
Na unter Petrolather gebracht.*) Ein Gummistopfen mit Glas- 
rohr wurde aufgesetzt, das Rohr evakuiert, wobei der Petrol- 
iither verdampfte, einige Male mit N, gewaschen, schlieBlich 
evakuiert zugeschmolzen. Durch vorsichtiges Neigen des Rohres 
wurden Na, Cl-Hiimin und Pyridin miteinander in Beriihrung 
gebracht. Das anfangs beobachtete Spektrum des Himins 
wandelte sich allmahlich in jenes des typischen Pyridin— 
Hiaimochromogens um. 


Hiimin in Pyridin (wasserfrei): I. 6837 uu; Beschattung von 572 


') A. Hamsik, Diese Zs. Bd. 148, 8. 99 (1925). 

*) R. Zeynek, Diese Zs. Bd. 25, S$. 492 (1898), ferner Bd. 30, 8, 132 
(1900). | 

°) H. Waelsch (unveréffentlicht) hat im hiesigen Institut beob- 
achtet, daB Na bei Gegenwart von Pyridin Reduktion zu Himo- 
chromogen bewirkt. 
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gegen das violette Ende des Spektrums mit undeutlichen Maxima bei 
565 und 535 uu; Farbe rotbraun. 


Pyridin—Himochromogen: J. 558; IJ. 527; I viel stiirker als II; 
Farbe rot. 
Zusammenfassung. 


1. Die Umwandlung von Porphyrinen in entsprechende 
Himine erfolgt in Gegenwart von Ejisessig durch Ferro- wie 
auch Ferrisalze. Dagegen la8t sich bei Ersatz des Eisessigs 
durch Buttersiure oder Valeriansiure nur I erroeisen einfiihren. 

2. Die von anderen Autoren beschriebene Umwandlung 
des Hiimochromogenspektrums in das Himatinspektrum beim 
Ansiuern einer Himochromogenlésung erfolgt nicht bei sicherer 
Abwesenheit von Oxydationsmitteln. 

3. Die Bildung von Himochromogeii aus Cl-Hiamin erfolgt 
durch Reduktionsmittel auch bei vollkommener Abwesenheit 
Q-haltiger Verbindungen. Von den beiden zur Diskussion ge- 
stellten Gleichungen der 5. Mitteilung') trifft daher die Glei- 
chung J zu. 

I. Himin minus OH = Hiimochromogen. 
I. » pre = 

Das unter den beschriebenen Bedingungen gebildete Proto- 

himochromogen kann danach nur 4 O-Atome enthalten. 


Diskussion. 

Durch die vorliegende Arbeit wurde der urspriinglich von 
Zaleski beschriebene und von H. Fischer, W. Kiister und 
ihren Mitarbeitern bestiitigte Befund, da’ Ferrochlorid in Por- 
phyrine eingefiihrt werden kann, wesentlich erhartet. Die Kin- 
fiihrung gelingt nicht nur — wie die genannten Autoren ge- 
zeigt haben — bei Abwesenheit von Oxydationsmitteln, sondern 
auch bei Gegenwart starker Reduktionsmittel. Die EKinfiibrung 
von Ferrichlorid scheint dagegen nur bei Gegenwart von Re- 
duktionsmitteln zu gelingen. 

Man wire danach versucht im Hiamin zweiwertiges 
Kisen anzunehmen. 


) F. Haurowitz, Diese Zs. Bd. 164, 8. 255 (1927). 


| * 
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NH n/ | \n n/ 
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2 | _ HN \ 
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Fiir diese Annahme spricht der Befund von H. Fischer 
und J. Postowsky'), nach welchem im Himin drei aktive 
H-Atome vorliegen; von diesen sind zwei durch die beiden 
COOH-Gruppen erklart, das dritte aber in keiner der bekannten 
Himinformeln zu finden’); nach Kuhn?) und Mitarbeitern kann 
es nicht durch das Cl-Atom des Himins vorgetiuscht sein. 
Die obige Formel mit zweiwertigem Eisen weist nun neben den 
beiden aktiven H-Atomen der Carboxyle ein drittes aktives 
H-Atom am Pyrrolinring auf. Durch diese Formel wiren 


somit die drei aktiven H-Atome des Himins und die finf 


aktiven H-Atome des Kuhnschen Dihydrohimins erklirt. Es 
wire durch diese Formel ferner verstiindlich, da& Himin- 


dimethylester unter Abspaltung von HCl in De(HCl)Himinester 


iibergeht; nach den alten Formeln war es_ unverstindlich, 
woher in diesem Falle das H-Atom der HCl stammt (Kiister‘). 
SchlieBlich wire durch die neue Formel die Bindung von drei 
Na-Atomen durch Himatin (Kiister®) erklirt und das Aut- 
treten von Ferrobromid bei der Enteisenung mit HBr-Hisessig 
(Kiister®). 
'! H. Fischer u. J. Postowsky, Diese Zs. Bd. 152, 8. 300 (1926). 

®) Schreibt man nach W. Kiister [Diese Zs. Bd. 163, 8. 281 (1927) 
dem Himin eine Acetylengruppe mit sauren Eigenschaften zu, so lassen 
sich fiir Himin, Mesohimin und Protoporphyrin drei bzw. zwei bzw. 
fiinf aktive H-Atome auf Grund der alten Formeln berechnen. H. Fische: 
und J. Postowsky fanden aber zwei bzw. drei bzw. vier. 

5) R. Kuhn, L. Braun, C. Seyffert u. M. Furter, Chem. Ber. 
Bd. 60, S. 1151 (1927). 

*) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 82, S$. 159 (1912), u. zwar Punkt 9. 

5) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 66, S. 211 (1910). 

*) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 66, S. 179 (1910). 
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Mit der oben mitgeteilten Formel des Himins, in der die 4 Methin- 
gruppen und die 8 Seitenketten als unwesentlich weggelassen sind, wire 
eine solche mit dreiwertigem Fe und einem Radikal z. B. am N isomer 
(Formel I bis III). 


SN yN »N 
\FeLol Fe" Fe HCI 
Nw SXv xv 

pp V4 \ j 

Cl 
I II Ill 


An die Méglichkeit eines Radikals im Himin hat bereits W. Kiister’) 
gedacht. 

GGegen die Annahme zweiwertigen Kisens in Hamin 
sprechen Argumente W. Kiisters. Das Entstehen zweiwer- 
tigen Eisens bei der Enteisenung erklirt W. Kiister durch Re- 
duktion primir abgespaltenen Ferrieisens unter gleichzeitiger 
Oxydation des Porphyrins. Die Einfiihrung von Fe" deuten 
W. Kiister und H. Maurer?) als Herantreten von Fe" an eine 
Radikalstelle des Mesoporphyrins, welche durch Absittigung 
He" in Fe umwandelt. 

Weitere Untersuchungen sind zur Erklarung der verschie- 
denen Beobachtungen notwendig. 


) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 133, S. 130 (1924). 
*) W. Kiister u. H. Maurer, Diese Zs. Bd. 133, S. 129 (1924). 


























Co-Zymase. XIV. 


Reinigungsversuche. 
Von 
Hans v. Euler und Karl Myrbiick. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 7, Juni 1927.) 


Die Versuche, das Co-Enzym der alkoholischen Girung 
zu reinigen, tiber die wir friiher in dieser Zeitschrift berich- 
teten’), haben wir wihrend des letzten Jahres fortgesetzt. Aus 
dem sehr reichen Versuchsmaterial wollen wir schon einiges 
mitteilen, obgleich unsere Versuche noch nicht zu einem end- 
giiltigen Resultate gefiihrt haben. Die Reinheitsgrade, die wir 
vor 3 Jahren erreichten, haben wir in einigen Fillen erhdhen 
kénnen, bei vielen Versuchen blieben sie aber wegen Ii- 
aktivierung des Kérpers bei etwa denselben Werten steheu. 
Trotzdem sind die Versuche in der Hinsicht von Interesse, als 
sie gewisse Schliisse iiber die chemische Natur der Co-Zymase 
erlauben. 

1. Bestimmung der Co-Zymase. 


Die Bestimmung geschah, wie wir friiher beschrieben haben*,, 
durch Girungsversuche. Zu diesen stellten wir uns durch 
griindliches Waschen von trockner Unterhefe und nachheriges 
Trocknen®) ein Co-zymasefreies Hefenpraiparat dar, Es wurde 
dann in der Kugelmiihle ein trocknes Gemisch bereitet vou 

4 Teilen Co-zymasefreier Hefe, 
2 Teilen Glucose, 
1 Teil Gemisech von KH,PO, und Na,HPO,. 


') Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 139, 8. 281 (1924). 
*) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 133, 8S. 260 (1924). 
*) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 165, S. 28 (1927). 
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Von diesem Gemisch nahmen wir zu jedem Girungsversuch 
035g. Das Phosphatgemisch war so zusammengesetzt, daB 
es in Lésung ein p,, von 6,4 gab.) Das Volumen der giirenden 
Lésung (Co-Zymase und Wasser) betrug 2ccm. Temperatur 
wihrend der Girung 30° Kohlensiure iiber Quecksilber aut- 
gefangen. Bei miBigen Co-Zymasemengen ist die Girungs- 
geschwindigkeit der Co-Zymasemenge proportional. Als Kin- 
heit der Co-Zymasemenge (Co) nehmen wir die Menge, die 
unter den oben angegebenen Bedingungen eine Girungsgeschwin- 
digkeit von 1 ccm Kohlensiiure pro Stunde gibt. Der Reinheits- 
grad des Co-Zymasepriiparates ist dann 4 Co = ms ‘ rooken seek 
Betrachtet man unsere Trockenhefe H selbst als ein Co-Zymase- 
praiparat, hat dieses 4Co = etwa 300. 


2. Dialyse der Co-Zymase. 


Harden und Young, die Entdecker der Co-Zymase, fanden, 
daB sie in Lésung durch Kollodiumhiiute dringt. Durch eine 
Dialyse in Kollodiumschlauchen kann man also hochmolekulare, 
nicht dialysable Verunreinigungen abtrennen. Wendet man, 
wie gewohnlich, Hefekochsaft als. Ausgangsmaterial an, so be- 
seltigt man durch die Dialyse auBer Eiweibstoffen viel von den 
héheren Kohlenhydraten, Glykogen und Hefegummi. Dagegen 
wird natiirlich das Dialysat eine starke Beimengung von Salzen 
enthalten. Schon durch eine Dialyse kann, besonders wenn 
man sie fraktioniert ausfiihrt, der Reinheitsgrad betriichtlich 
gesteigert werden.”) Bei unseren Versuchen haben wir stets 
mit einer Dialyse begonnen, u. a. auch, weil die Niederschlige 
mit Metallsalzen usw. in den eiweiB- und hefegummihaltigen 
Lésungen teilweise in kolloidaler Lésung bleiben und unmég- 
lich zu filtrieren sind. 

Aus 4°/,igem Kollodium stellen wir groBe, 300—400 ccm 
fassende Schlauche her und dialyserieren den im Vakuum stark 
eingeengten Hefekochsaft gewéhnlich etwa 20Stunden gegen 


') Euler u. Myrbiick, Diese Zs. Bd. 131, S. 179 (1923). 
*) Nilsson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f6r Kemi ete. Bd. 9, Nr. 31 


(1926). 
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die 5—10fache Menge Wasser. Die AuBenfliissigkeit wenden 
wir dann zu den Fallungsversuchen an. 


3. Fallung mit Blei. 


Wir haben friiher die Reinigung der Co-Zymase mit einer 
doppelten Fillung mit Bleiacetat begonnen, und unsere neuen 
YVersuche haben, trotzdem wir die verschiedensten anderen 
Fallungsmittel gepriift haben, uns nicht veranlaBt, das Ver- 
fahren abzuiindern. Dieses ist so zu verstehen, daf die Co- 
Zymase in dem Dialysat natiirlich von vielen Reagenzien ge- 
fallt wird, und daB sie auch in gewissen Fiillen in betriicht- 
licher Reinheit wiedergewonnen werden kann, daB aber der 
Verbrauch der teuren Reagenzien (Silber- oder Quecksilber- 
salze usw.) 1m Verhiltnis zu den erreichten Reinheitsgraden 
zu groB ist. Mit dem billigen Bleiacetat kann man beinahe 
dieselben Reinheitsgrade erreichen ur! dann aus den mit Blei 
gereinigten Lisungen unter Verbra ch von wenig Reagenz 
(Silbersalz usw.) den aktiven Korper -allen. 

Bei der Bleifaillung verfahren wir folgendermaBen: Das 
k\ochsaftdialysat (p,, = etwa 6) versetzt man so lange mit einer 
gesittigten Lésung von neutralem Bleiacetat, als noch ein 
Niederschlag entsteht. Dieser Niederschlag wird abzentrifugiert 
und verworfen; er enthalt im allgemeinen sehr wenig Co- 
Zymase. (Bei Kochsiften aus gewissen Hefen kann immerhin 
viel von dem Co-Enzym in diesen Niederschlag geraten; diese 
Kochsiafte sind fiir die weitere Verarbeitung ungeeignet.')) Zu 
dem klaren Zentrifugat setzt man nun mehr Bleiacetat (etwa 500 g 
zu 10 Liter Lésung) und dann Natronlauge. Um das Volumen 
nicht zu sehr zu vergréBern, muB man ziemlich starke Lauge 
nehmen, wobei man sie sehr vorsichtig zusetzen und die Lé- 
sung gut rithren muB. Die Co-Zymase wird nimlich auBerst 
leicht von starkem Alkali inaktiviert.?) Man fahrt mit dem 
Zusatz der Lauge so lange fort, bis die Fliissigkeit Thymol- 
phtalein schwach bliut. Der weiBe Niederschlag wird nun schart 





1) Vgl. Harden, Alcoholic Fermentation (London 1923). 
*) Myrbick u. Euler, Diese Zs. Bd. 138, 8. 1 (1924). 
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abzentrifugiert. Er wird mit Wasser gut zerrieben und mit 
Schwefelséure zersetzt. Man wendet die Siiure in einem kleinen 
Uberschu8 an und bekommt so ein yollkommen bleifreies Filtrat. 
Diese Art der Zersetzung des Bleiniederschlages ist natiirlich 
viel angenehmer als die friiher von uns angewendete mit 
Schwefelwasserstoft. Sie bringt auch keine gréferen Verluste, 
da die Co-Zymase in saurer Lésung haltbar ist. In dem 
Schwefelsiiureextrakt findet man gewdhnlich etwa 80°/, der 
urspriinglichen Co-Zymasemenge. Der Verlust, der in einzelnen 
Fallen gréBer werden kann, beruht nicht darauf, daB die Co- 
Zymase nur teilweise gefillt wird. Denn aus dem Filtrat 
kann kein aktiver Stoff gewonnen werden. (Daf das Filtrat 
nach Entfernung des Bleies nicht die Giarung aktiviert, kann 
allerdings auf den sehr groBen anwesenden Mengen Essigsiiure 
und Acetat beruhen, aber Quecksilbernitrat, das die Co-Zymase 
vol'sténdig fallt, erzeugt einen Niederschlag, der nach Entfernen 
des Quecksilbers eine vi. .cinmen inaktive Lésung gibt.) Der 
Verlust diirfte also auf iaktivierung beruhen. Die alkalische 
Reaktion allein gibt keine Inaktivierung, aber mehrere Versuche 
(auch mit anderen Metallen) deuten an, daB die Co-Zymase als 
Metallverbindung viel empfindlicher ist als in freiem Zustande. 

Die Bleifallung aus 10 Liter Dialysat zersetzt man mit 
so viel Schwefelsiiure, daB das Volumen des Filtrates 2 bis 
3 Liter betrigt. Dieses Filtrat zeigt nun einen Reinheitsgrad 
von 4Co = 2000—6000. 

Wir haben gelegentlich versucht, eine in dieser Weise 
gereinigte Lésung wieder in derselben Weise fraktioniert mit 
Blei zu fallen. In den meisten Fallen konnten wir aber nur 
inaktive Lésungen erhalten. Es bleibt noch zu untersuchen, 
ob dies darauf beruht, daB die Co-Zymase stark inaktiviert 
wird oder darauf daB sie in reinerem Zustande durch Blei 
und Natronlauge nicht gefallt wird. (Uber die Méglichkeit, 
daB mehrere Co-Enzyme existieren, siehe weiter unten.) 


4. Verhalten der Co-Zymase gegen Baryt. 


Versetzt man das Co-Zymasehaltige Dialysat mit Baryt 
(warm gesiittigte Lisung), so entsteht ein groBer Niederschlag. 














i 
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Wir fallten in dieser Weise alles Fillbare aus. Die Fliissig- 
keit war dann sehr schwach alkalisch. Sowohl Filtrat als 
Fillung wurde mit Schwefelsiure von Baryum befreit. Es 
wurde in vielen Versuchen festgestellt, daB alle Co-Zymase in 
aktivem Zustande im Filtrat blieb. Der Barytniederschlag 
besteht gréBtenteils aus Baryumphosphat. Die Phosphate werden 
aber auch von dem Bleiacetat gefillt. Es lohnt sich deshalb 
nicht, vor der Bleifillung eine Barytbehandlung vorzunehmen. 

Die anorganischen Phosphate einer Co-Zymaselésung kénnen 
auch mit Magnesiamixtur ausgefallt werden. Nimmt man nicht 
zu viel Ammoniak, so wird die Co-Zymase dabei nicht geschiidigt. 

Da in vielen Fallen bei Fallung der Co-Zymase, sowohl 
mit Blei als mit anderen Reagenzien, grobe Verluste an aktivem 
Material eingetreten sind (natiirlicherweise wurden sowohl 
Niederschlige als Filtrate untersucht), haben wir untersucht, 
ob dies nicht mdglicherweise damit zusammenhiingen kénnte, 
da8 wir es mit mehreren Aktivatoren zu tun haben. 


5. Ist die Co-Zymase ein einziger Aktivator ’ 


Ks kommt in der Literatur eine sehr groBe Zahl vou 
Angaben iiber sogenannte Girungsaktivatoren vor. Ks wird 
angegeben, daB Stoffe oder weniger definierte Stoffgemische, 
die sicher nicht Co-Zymase enthalten, eine Beschleunigung der 
Girung hervorrufen kénnen. Es war natiirlich denkbar, dab 
in der Hefe selbst mehrere Aktivatoren vorkommen und dat 
die von uns oft beobachteten Verluste darauf beruhen, daf bei 
unseren Reinigungsoperationen die verschiedenen Aktivatoren 
getrennt worden sind. Betrachten wir die Angaben iiber so- 
genannte Girungsaktivatoren kritisch, so bemerken wir folgendes: 

a) Hs gibt eine grobe Menge von wertlosen Untersuchungen 
iiber Aktivierung und Hemmung der Giarung, wo Wirkungen 
gewissen Stoffen zugeschrieben werden, die aber gar nicht 
spezifisch sind. Insbesondere hat man nicht darauf geachtet. 
wie die Aciditit der Lésung durch die Zusiitze geiindert wurde 
bzw. man hat die Acidititsiinderung nicht gemessen. Das 
Optimum der Girung von Trockenhefe und PreSsaft ist schmal 
und keineswegs dasselbe, wie bei der frischen Hete. 
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b) Die Aktivierung oder Hemmung der Girung frischer 


Hefe, auch wenn sie einwandfrei nachgewiesen sind, sagen 


nichts iiber die Beteiligung der betreffenden Stoffe in der 
Girung, als enzymatische Reaktion aufgefaBt. Die Vermehrung 


der Hefezellen, die Durchdringlichkeit der Zellmembran und 
eine Reihe derartiger Umstiinde sind zu beachten. Es gibt 
eine Reihe Substanzen, welche die Girung der frischen Hefe 
stark beschleunigen, die aber auf die Trockenhefegirung 
ohne EinfluB sind. Andererseits ist der spezielle, notwendige 
Girungsaktivator, die Co-Zymase, ohne Einflu& auf die Girung 
der frischen Hefe, entweder weil sie die Zellmembran nicht 
durchdringt, oder weil die frische Hefe schon einen Uberschus 
an Co-Zymase besitzt. 

c) Es gibt Stoffe, die ohne Zweifel die Garung als solche 
aktivieren, die aber nicht absolut notwendig fiir das Zustande- 
kommen der Girung sind. Hier sind Aldehyde, Brenztrauben- 
siure, Arseniat usw. zu nennen, Stoffe, die unter Umstiinden 
die Girung deutlich stimulieren. 

Keinesfalls konnte es a priori als sicher angesehen werden, 
daB die Co-Zymase (der Aktivator des Hefekochsaftes usw.) 
einheitlich ist. Da8 verschiedene Reinigungsoperationen ohne 
Verlust durchgefiihrt werden kénnen, ist kein Beweis dafiir, da 
die etwaigen verschiedenen Aktivatoren zufillig alle hiatten ge- 
fallt usw. werden kénnen. Wir haben darum in einigen Fiillen 
untersucht, ob die entstandenen Verluste auf einer Zerlegung 
der Co-Zymase in mehrere Aktivatoren beruhen kénnen. Wenn 
wir also in irgendeiner Weise ein aktives Priiparat in zwei 
aufgeteilt haben und fanden, daB die Summe der Aktivitiiten 
derselben kleiner war als die Aktivitat des Ausgangsmateriales, 
haben wir auch eine Mischung der beiden gewonnenen Li- 
sungen untersucht. Es sei unmittelbar mitgeteilt, daB in siimt- 
lichen Fiillen die Aktivitiit der Mischung genau die Summe 
der Komponenten war, und daf also in keinem Falle 
ein Anzeichen dafiir gefunden wurde, daB die Co- 
Zymase aus mehreren Aktivatoren besteht. So unter- 
suchten wir Innen- und Aufenfliissigkeit bei der Dialyse, 
Fillung und Filtrat mit Blei, Silber u. a. 
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6. Verhalten gegen Alkohol. 


Ks ist bekannt, daB die Co-Zymase erst in etwa 70°/, 
aikoholischer Lésung gefallt wird und daB man aus unreinen 
Lésungen mit Alkohol bis 50°/, einen Teil der Verunreinigungen 
fallen kann. Durch viel Alkohol kann man Trockenpriparate 
herstellen, was indessen oft auf Schwierigkeiten st6Bt, weil die 
ausgefaillte Masse iuBerst schmierig ist. Die durch fraktionierte 
Alkoholfillung erreichten Reinheitssteigerungen sind im all- 
gemeinen nicht betrichtlich. Etwas bessere Resultate gewinnt 
man in foigender Weise: Mit Alkohol zu 50°/, fallt man einen 
Teil der Begleitstoffe. Man gibt dann zu dem alkoholischen 
Filtrat etwa ein Zehntel des Volumens an konzentrierter Salz- 
siure und fallt unmittelbar in der Kilte mit viel kaltem Alkohol. 
Der Niederschlag wird abzentrifugiert und in Wasser gelést. 
Bei dieser Fallung bleibt mehr von den Begleitstoffen in Lé- 
sung, so da wir z.B. in dieser Weise aus einem Kochsaft 
mit 4Co = 1000 ein Priparat gewinnen konnten, das einen 
Reinheitsgrad von 4 Co = 3500 zeigte. Die Brauchbarkeit des 
Verfahrens ist jedoch beschrinkt, weil sehr viel Alkohol ver- 
braucht wird. 


7. Verhalten gegen Quecksilberchlorid. 


Wir haben zuerst untersucht, wie sich die Co-Zymase zu 
dem bekannten eiweibfillenden Reagenz von Schenck (Queck- 
silberchlorid und Salzsiure) verhalt. Es stellte sich heraus, 
daB aus Kochsiften mit dem EiweiB keine Co-Zymase gefallt 
wurde. Aus reineren Liésungen, schon aus Dialysaten, wurde 
mit dem Schenckschen Reagenz iiberhaupt keine Fiallung 
erhalten. Wir untersuchten dann die Fallung mit Quecksilber- 
chlorid in neutraler Lésung, und fanden, da8 aus reineren Lé- 
sungen keine Co-Zymase, wohl aber eine geringe Menge Ver- 
unreinigungen gefillt wurde. Aus unreinen Lésungen (Koch- 
siften) wurde ein gréBerer Niederschlag erhalten. Dabei wurde 
ein kleiner Teil der Co-Zymase mitgerissen. Die durch Subli- 
matfillung bedingte Erhéhung des Reinheitsgrades ist nicht 
bedeutend. 
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8. Verhalten gegen Quecksilbernitrat. 

Durch Quecksilbernitrat wird die Co-Zymase gefallt, unter 
Umstinden vollstindig. Mit einer solchen Fallung kann oft 
eine betrichtliche Aktivitiitssteigerung erzielt werden. Wir 
bereiten unsere Quecksilbernitratlésungen so, daB wir unter 
Zusatz von Salpetersiure eine klare, gesittigte Lésung er- 
halten. Diese Loésung ist also stark salpetersauer. Fallt man 
eine anniihernd neutrale Co-Zymaselésung mit dieser Lisung 
aus, so geht beinahe alle aktive Substanz in den Niederschlag. 
Der Niederschlag kann mit Wasser vollstiindig ausgewaschen 
werden. Schlimmt man den ausgewaschenen Niederschlag mit 
Wasser auf und zersetzt ihn mit Schwefelwasserstoff, so findet 
man die Co-Zymase im Filtrat. Dieses kann durch Blasen 
mit Luft vom Schwefelwasserstoff befreit werden. Aus mit 
Bleiacetat vorgereinigten Loésungen (4 Co = etwa 3000) kann 
man mit einer solchen Fallung Priparate von einer Reinheit 
bis zu 4 Co = etwa 10000 bekommen. Die Verluste bei einer 
solchen Fiallung (unvollstindige Fillung, Zerstérung durch die 


saure Reaktion, Sorption an Quecksilbersulfid usw.) sind im 
allgemeinen nicht gréBer als 25°/). 

Versetzt man eine Co-Zymaselésung mit Salpetersiure, 
beispielsweise bis die Lisung etwa '/, n. wird, und dann mit 
Quecksilbernitrat, so wird die Co-Zymase nur teilweise gefuallt. 
In halbnormaler Siure fanden wir in einem Versuche die 
Hilfte gefallt, in stairkerer Siure noch weniger gefallt. Durch 
Fillung in starker Salpetersiure kénnen gewisse Verunreini- 
gungen gefillt werden. Neutralisiert man das quecksilber- 
haltige Filtrat, so erhalt man einen zweiten Niederschlag, 
der die Co-Zymase enthilt. Diese Methode gibt indessen 
keine besonders groBe Aktivitaitssteigerung, weil man bei der 
ersten Fallung eine so starke Saure anwenden mub, daB viel 
Co-Zymase zerstért wird. Besser gelingt eine solche frak- 
tionierte Fillung mit Quecksilbersulfat (siehe unten). Die 
Fillung mit Quecksilbernitrat in neutraler oder miSig saurer 
Loésung gelingt leicht, und wir haben sie im allgemeinen nach 
der Bleifiillung zur weiteren Reinigung der Co-Zymaselisungen 
benutzt. 
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9. Verhalten gegen Quecksilbersulfat. 


In neutraler oder miibig saurer Lésung wird die Co-Zymase 
volistiindig von Quecksilbersulfat gefallt, in stark sauerer 
Lisung dagegen nicht. Um die gréBte Menge der Co-Zymase 
im Filtrat zu bekommen, fallt man in etwa 5°/, Schwefel- 
siure. Neatralisiert man dann das Filtrat, eventuell unter 
Zusatz von mehr Quecksilbersulfat, so geht die Co-Zymase 
ganz in den dabei entstehenden Niederschlag. Daraus kann 
es mit Schwefelwasserstoff freigelegt werden. Mit dieser frak- 
tionierten Fiallung ist es méglich, den Reinheitsgrad noch ein 
wenig zu steigern. bei einem friither mit Dialyse, doppelter 
Bleifallung und Fillung mit Quecksilbernitrat gereinigtem 
Praiparate stieg 4Co von 10000 auf 15000. Verluste durch 
Inaktivierung durch die Siure sind schwer zu vermeiden, sie 
sind aber viel kleiner als bei der entsprechenden Fallung mit 
Nitrat in Salpetersiiure. 

Die fraktionierte Sulfatfallung ist eine bekannte Methode: 
So werden aus einem Nucleinsiiurehydrolysat in saurer Lésung 
die freien Purine gefallt, in neutraler auch die Nucleoside. 


10. Verhalten gegen Silbernitrat. 


FKallt man eime sehr schwach salpetersaure Co-Zymase- 
lésung mit Silbernitrat, so wird, obgleich keine weitere Fallung 
bei Zusatz von mehr Salz entsteht, die Co-Zymase nur teil- 
weise gefillt, in mehreren Versuchen etwa zur Hilfte. Je 
saurer die Lésung ist, um so weniger fillt. In stark salpeter- 
saurer Liésung wird keine Co-Zymase niedergeschlagen; der 
dabei entstehende Niederschlag ist aber (in reineren Lésungen) 
sehr klein. Versetzt man aber eine saure Co-Zymaselésung 
so lange mit Silbernitrat, bis ein herausgenommener Tropfen 
mit Barytwasser einen braunen Niederschlag von Silberoxyd 
gibt, und dann so lange mit Baryt, als noch ein weiBer oder 
gelber Niederschlag entsteht, so hat man alle Co-Zymase in 
dem Niederschlag. Aus dem ausgewaschenen Niederschlage 
kann man sie mit Schwefelwasserstoff in Lésung bringen. Wir 
haben versucht, den Niederschlag mit Salzsiiure zu zerlegen; 
die Versuche ergaben indessen beinahe inaktive Loésungen. 
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Ks ergab sich, dali dies darauf beruhte, daB die gewonnene 
Lésung silberhaltig war. Es zeigte sich in allen diesbeziig- 
lichen Versuchen, daB, wenn man den Niederschlag mit einem 
maBigen UberschuB von Salzsiure zersetzte, die gewonnene, 
salzsiurehaltige Lésung Silber enthielt. Setzte man mehr Salz- 
siure hinzu, so wurde kein Chlorsilber ausgefillt. Erst wenn 
viel konzentrierte Siure zugegeben wurde, kam der Nieder- 
schlag. Leitete man aber Schwefelwasserstofi ein, wurden un- 
mittelbar grobe Mengen Silbersulfid ausgefillt. Diese Er- 
scheinung, daB das Silber in irgendeiner Weise in der Lésung 
in komplexer Bindung vorhanden sein mu, haben wir oft 
beobachten kénnen, da wir nimlich, um iiber den Schwefel- 
gehalt der gereinigten Co-Zymasepriparate klar zu werden, 
versucht haben, ein gereinigtes Priparat ohne Anwendung 
von Schwefelwasserstoff herzustellen. 

Die Fallung der Co-Zymase durch Silbernitrat und Baryt 
kann den Reinheitsgrad betrichtlich erhéhen. Nach voraus- 
segangener Dialyse, zweimaliger Bleifallung und Fiailung mit 
(Juecksilbernitrat haben wir in vielen Fiillen die Silber—Baryt- 
tallung ausgefiihrt, wobei der Reinheitsgrad beispielsweise von 
10000 auf 15000, oder von 15000 auf 20000 stieg. 

Der Barytzusatz muB natiirlich mit groBer Vorsicht aus- 
gefiihrt werden, weil die Co-Zymase in alkalischer Lésung sehr 
leicht inaktiviert wird. Die Verluste betragen im allgemeinen 
nicht mehr als 25°/,. 

Die Silber—Barytfallung ist bekanntlich ein oft an- 
gewendetes Verfahren bei der Isolierung von Basen. Es sei 
nur angefiihrt, daB z. B. die Purine von Silbernitrat allein 
nur teilweise gefillt werden, von Silber—Baryt dagegen voll- 
stindig. 


11. Verhalten gegen ammoniakalisches Silbernitrat. 


Die ammoniakalische Silberlésung wurde hergestellt, indem 
eine etwa 20°/,ige Silbernitratlésung so lange mit Ammoniak 
versetzt wurde, bis der Niederschlag sich eben léste. Ein 
Uberschu8 von Ammoniak muB sorgfiltig vermieden werden. 
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Versetzt man ein Dialysat (die Dialysate sind ganz schwach 
sauer: p,, =etwa 6) mit einer solchen ammoniakalischen 
Silberlésung, so entsteht ein Niederschlag, der beinahe alle 
Co-Zymase enthialt. Der Niederschlag kann ausgewaschen und 
mit Schwefelwasserstoff zersetzt werden, und gibt eine Lésung, 
die gewéhnlich einen Reinheitsgrad von 4Co = etwa 5000 
zeigt. Diese Fiallung wirkt also ungefahr wie die doppelte 
Bleifaillung, aber wird sie natiirlich aus 6konomischen Griinden 
nicht ersetzen. Alle Co-Zymasepriparate, auch die reinsten 
von uns hergestellten, geben mit ammoniakalischem Silber eine 
Fillung, die den aktiven K6rper enthilt. In einigen Fallen 
wurde dadurch eine erhebliche Verbesserung des Reinheits- 
grades erzielt. Eines der reinsten iiberhaupt von uns ge- 
wonnener Priaparate wurde so hergestellt, daB eine Loésung 
mit 4Co = 27000 mit ammoniakalischem Silber gefallt wurde. 
Wir erhielten dann ein Praparat mit 4 Co = 55000. (Hierzu 
soll bemerkt werden, daB das giinstige Resultat damit zusammen- 
hingt, daB mit Kieselwolframsiiure eine besonders gute Vor- 
reinigung erzielt wurde; siehe unten.) 

In vielen Fallen wurde indessen durch die Fallung mit 
ammoniakalischem Silber keine bemerkenswerte Verbesserung 
des Reinheitsgrades beobachtet, sondern statt dessen sehr 
groBe Verluste am aktiven Kérper. Es hingt dies damit zu- 
sammen, da die Silberverbindung der Co-Zymase (wie iiber- 
haupt der ganze Niederschlag) iuBerst leicht in einem Uber- 
schu8 von Ammoniak léslich ist. Enthalt die Silberlésung 
etwas zu viel Ammoniak oder hatte die Co-Zymaselésung 
nicht die richtige Aciditat, so bleibt die Co-Zymase ganz oder 
teilweise in Lésung. Dazu kommt, daB sie leicht in der 
alkalischen Fliissigkeit irreversibel inaktiviert wird. 


12. Verhalten gegen Platinchlorid. 


Unreine Co-Zymaselésungen geben mit wiBriger Platin- 
chloridlésung nur einen sehr geringen Niederschlag. De) 
Niederschlag enthilt aber keine Co-Zymase. Aus reineren 
Liésungen fallt Platinchlorid nichts. Wir haben eine ver- 
hiltnismaBig reine Lésung (4 Co = 20000) im Vakuum ein- 
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geengt, bis sie etwa 25°/, T'rockengewicht hatte und sie dann 
mit Platin versetzt. Es wurde aber kein Niederschlag er- 
halten. 


13. Verhalten gegen Goldchlorid. 


Unreine oder verdiinnte Lésungen geben mit Goldchlorid 
keine Fallungen oder nur kleine, die wenig von der Co-Zymase 
enthalten. Wir haben dann untersucht, wie sich reinere, 
konzentrierte Lésungen gegen dasselbe Reagenz verhalten. 
Kine Lésung, die durch Dialyse, Fillung mit Blei, Quecksilber 
und Pikrinsiiure (siehe unten) gereinigt worden war, wurde 
stark eingeengt und mit einer 25°/,igen Goldchloridlésung 
versetzt. Nach 24 Stunden wurde der entstandene Nieder- 
schlag abgesaugt und sowohl dieser als auch das Filtrat durch 
Schwefelwasserstoff von Gold befreit. Es zeigte sich, daB in 
dem Niederschlag etwa 25°/, der Co-Zymase vorhanden waren, 
wihrend die tibrigen 75°/, in dem Filtrat gefunden wurden. 
Der Reinheitsgrad des Filtrats war nicht viel besser als der 
der gefillten Lisung. Wir fanden 4 Co = 16000. 


14. Verhalten gegen Kupfer. 

Lésungen von Kupfersalzen fallen die Co-Zymase nicht. 
In unreinen Lésungen der Co-Zymase erzeugen Kupfersalze 
die bekannte tiefblaue Farbe. Diese Erscheinung fehlt bei 
reineren Liésungen. Wir haben versucht, weitgehend gereinigte 
(4Co = 30000 und mehr) und stark eingeengte Lésungen mit 
Kupfersulfat zu fallen. Ks trat aber kein Niederschlag auf. 
LiefSen wir die kupferhaltige Lésung freiwillig verdunsten, 
traten griine Krystalle auf, die aber wegen der minimalen 
Menge nicht weiter untersucht werden konnten. (So viel wurde 
indessen gezeigt, daB die Krystalle nicht etwa verunreinigtes 
Kupfersulfat waren.) 

In unreinen Loésungen von der Co-Zymase lést sich 
Kupferhydroxyd zu einer tiefblauen Fliissigkeit, in reineren 
Lésungen nicht. In der oben genannten reinen und konzen- 
- trierten Lésung léste sich auch beim Kochen keine Spur von 
frischgefilltem, ausgewaschenem Kupferhydroxyd. 
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Kocht man reine Co-Zymasepriparate mit Fehlings 
Lésung, so scheidet sich kein Kupferoxydul aus. Dagegen 
tritt ein weiBer oder hellblauer Niederschlag auf, der an die 
entsprechenden Niederschlige der Purine usw. erinnert. Auch 
wenn man die Priparate zuerst mit Salzsiure und dann mit 
Fehlings Lésung kocht, erhailt man kein Kupferoxydul, 
sondern denselben hellen Niederschlag.') 


15. Verhalten bei der Purinfallung nach Kriiger. 


Diese Methode beruht bekanntlich darauf, daB die Purine 
mit Kupferoxydulhydrat unlésliche Verbindungen geben. Man 
fiihrt die Purinfillung so aus, daB man die zu untersuchende 
Lésung mit Natriumacetat (zum Neutralisieren) und Natrium- 
bisulfit versetzt, die Lésung aufkocht, und wahrend des 
Kochens Kupfersulfat hinzugibt. Die Anwendung dieser 
Methode zur Reinigung der Co-Zymase diirfte kaum zu be- 
merkenswerten Ergebnissen fiihren kénnen, denn _ einerseits 
wird die Co-Zymase schon durch bloBes Kochen recht schnell 
zerstért (zu etwa 95°/, in 1 Stunde), andererseits wei man 
nicht, wie die groBe Menge Bisulfit bei der hohen T’emperatur 
einwirken kann. K6nnte man aber feststellen, ob bei dieser 
Methode die Co-Zymase in den Niederschlag oder ins Filtrat 
geht, so wiirde man méglicherweise daraus einige Schliisse ziehen 
kénnen. Wir versuchten darum eine Co-Zymaselésung in der 
oben beschriebenen Weise zu behandeln, wobei wir immer so 
schonend als méglich verfuhren. Von einer Co-Zymaselésung 
von 4ACo = etwa 10000 wurden 25ccm mit 5ccm 4°/, Kupfer- 
sulfatlésung, 0,2 ¢ Natriumacetat und 0,3 ¢ Natriumbisulfit ver- 
setzt. Die Mischung wurde aufgekocht und dann unmittelbar 
gekiihlt. Der gelblichweiBe Niederschlag wurde abfiltriert und 
sorgfaltig mit Wasser ausgewaschen. Er wurde in Wasser 
suspendiert und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. In der durch 
einen Luftstrom von Schwefelwasserstoff befreiten Liésung 
fanden wir etwa 30°/, der Co-Zymase. Die Lésung zeigte 
einen Reinheitsgrad von 4ACo=12500. In einem zweiten 





1) Es bleibt noch zu untersuchen, ob nicht etwa nach Entfernung von 
Basen usw. aus dem liydrolysat eine Reduktion beobachtet werden kann. 
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Versuche mit einer anderen Co-Zymaseliésung und etwas mehr 
Bisulfit erhielten wir etwa dieselbe Ausbeute. In den Fil- 
traten konnte wegen des Sulfits die etwa nicht gefiillte 
Co-Zymase nicht bestimmt werden. Auf Grund dieser Ver- 
suche kann man natiirlich nicht ohne weiteres behaupten, dab 
die Co-Zymase analog den Purinen vollstiindig gefillt wird. 
Es scheint uns aber nicht wahrscheinlich, daB eine fillbare 
Verunreinigung so viel von der Co-Zymase mit sich reiben 
kann, da die erhaltene Lésung so rein war. Die schlechte 
Ausbeute kann, auch wenn die Co-Zymase vollstiindig gefillt 
wird, durch die oben angefiihrten Umstiinde erklirt werden. 
Ks scheint uns also wahrscheinlich, daB die Co-Zymase wirklich 
nach der Methode von Kriiger gefallt wird. 


16. Verhalten der Co-Zymase zu Pikrinsaure. 

Die meisten Lésungen von Co-Zymase geben mit wiibrigen 
Pikrinsiurelésungen Niederschlige. In den meisten Fiilien 
enthalten die Niederschliige keine oder wenig aktive Substanz. 
In gewissen Fallen kann man dagegen mit Pikrinsiiure recht 
viel Verunreinigungen beseitigen. Die iiberschiissige Pikrin- 
siure kann man, nachdem man die Lisung mit Schwefelsiiure 
angesiiuert hat, mit Ather ausschiitteln. 

Wir haben oft beobachten kénnen, daB auch sehr reine 
Lésungen von Co-Zymase mit Pikrinsiiure Fiallungen gegeben 
haben. Es scheint uns, als sollte die Fraktionierung der 
Stoffe des Hefesaftes mit Metallsalzen u. dgl. etwa so weit 
fiihren, daB man in den erhaltenen Stoffmischungen einiger- 
maBen eine gewisse Gruppe von Verbindungen, etwa wie die 
der Nucleoside und Purine, isoliert vor sich hat. Es kommt 
dann die schwierigere Aufgabe, die Individuen dieses Gemisches 
zutrennen. Wir haben gedacht, daB sich dies mit Reagenzien 
vom Typus der Pikrinsiiure méglicherweise ausfiihren liBt. In 
simtlichen, mit Metallfallung gewonnenen Co-Zymasepriiparaten, 
auch in einigen aus Kieselwolframsiureniederschliigen frei- 
gelegten, erzeugt die Pikrinsiiure Niederschlige. Nur in einigen 
besonders reinen Lisungen (nach Fiillung mit Kieselwolfram- 
Siure) wurde mit Pikrinsiure nichts gefallt. 


g* 
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Die mit den oben beschriebenen Blei- und Quecksilber- 
fallungen gewonnenen Co-Zymaselisungen geben mit Pikrin- 
siure sehr starke Niederschlige. Um das Volumen nicht 
allzu sehr zu vergréBern, wenden wir eine warm (70—80°) ge- 
sittigte, waBrige Pikrinsiurelésung an. Wir setzen zu der 
Co-Zymaselésung so lange Pikrinsiiurelésung, als ein Nieder- 
schlag entsteht, und kiihlen dann unmittelbar stark ab. Der 
Niederschlag wird dann abgesaugt. Engt man das Filtrat 
ein, so fallen bisweilen unmittelbar, bisweilen erst nach Zusatz 
von mehr Pikrinsiure, noch kleinere Mengen von Pikraten 
aus. Diese werden abgesaugt und das Filtrat weiter eingeengt, 
bis es nach Filtration und Einengen nicht mehr von Pikrin- 
siiure gefillt wird. Mit den letzten Fraktionen der unléslichen 
Pikrate fallt im allgemeinen ein wenig Co-Zymase aus. Die 
Hauptmenge bleibt aber in der Lésung, die dann mit Schwefel- 
siiure und Ather von iiberschiissiger Pikrinsiure befreit wird. 

Beispiel fiir die Reinigung mit Pikrinsiiure: Aus einem 
Dialysat wurde mit ammoniakalischer Silberlésung ein Prii- 
parat vom Reinheitsgrad 4Co = 4500 gewonnen. 150 ccm 
dieser Lésung wurde mit 75 ccm bei 25° gesiittigter Pikrin- 
siurelésung versetzt, abgekiihlt und filtriert. Das Filtrat wurde 
zu 40 ccm eingeengt und wieder mit Pikrinsiiure gefallt. Nach 
Filtration wurde im Vakuumexsiccator zum T'rocken eingeengt, 
und das pikrinsiiurehaltige Pulver mit Ather gewaschen. Eine 
Lésung des 'Trockenpriparates, die noch ein wenig Pikrinsaiure 
enthielt, zeigte 4Co = 13000. Diese Loésung, obgleich sehr 
konzentriert, gab mit mehr Pikrinsiure keine Fallung. Mit den 
verschiedenen Pikraten waren etwa 25°/, der Co-Zymase gefillt 
worden. Die erhaltene Lésung wurde mit Alkohol fraktioniert 
gefillt. Die mittlere Fraktion (zwischen 50 und 70°/, Alkohol) 
zeigte 4 Co = 28500. 

Das ausgefillte, beinahe inaktive Pikrat ist bisweilen teil- 
weise krystallisiert. Es ist in heiBem Wasser recht leicht 
léslich und fillt beim Abkiithlen schén krystallisiert aus. Ks 
hat den Schmelzp. 177°, der nach dreimaligem Umkrystallisieren 
aus Wasser auf 183° steigt. Das Priparat scheint dann ein- 
heitlich krystallisiert zu sein: Kleine, diinne Tafeln, zu 
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Rosetten vereinigt. Aus einem solchen Pikrate stellten wir 


die freie Base her. Sie krystallisiert aus warmem Wasser in 
stechapfelférmig vereinigten Nadeln. Sie gibt ein wohlkrystal- 
lisiertes Bromderivat. Sie soll weiter untersucht werden. 


17. Verhalten der Co-Zymase zu Kieselwolframsaure. 

Wie wir schon friiher mitgeteilt haben?) gelingt unter 
Umstinden die Fiillung der Co-Zymase mit Kieselwolframsiiure 
und das Wiedergewinnen derselben aus dem Niederschlage in 
aktiver Form. In dieser Weise haben wir unsere reinsten 
Priparate gewonnen, wir miissen aber gestehen, dab in den 
meisten Versuchen die Ausbeute sehr unbefriedigend gewesen 
ist, und daB der Reinheitsgrad demgemiB oft nicht in be- 
sonders hohem Grade vergréSert wurde. Die Fiallung wird 
in saurer Lésung ausgefiihrt. Wie wir schon beschrieben 
haben, scheint es als sollte die Menge freier Schwefelsiure bei 
der Fallung keine groBe Rolle spielen. Im allgemeinen haben 
wir die Fallung in 2°/, Schwefelsiure mit einer etwa 20°/, igen 
Lésung von Kieselwolframsiiure vorgenommen. Kin Uberschuf 
des Fallungsmittels soll vermieden werden. Der bald kérnig 
werdende Niederschlag wird scharf abzeutrifugiert und in 
Wasser fein verteilt. Man setzt dann so lange vorsichtig ge- 
siittigtes Barytwasser hinzu, bis Phenolphtalein bleibend ge- 
rotet wird. Das Filtrat gibt dann mit Schwefelsiiure eine 
starke Fillung von Bariumsulfat. Man entfernt das Barium 
ohne einen UberschuB von Schwefelsiiure zuzusetzen. Die in 
den meisten Fallen beobachteten groBen Verluste kénnen nicht 
darauf beruhen, daB die Co-Zymase nur durch die saure bzw. 
alkalische Reaktion zerstért wird. Denkbar ist, da sie von 
dem Bariumkieselwolframat sorbiert wird, oder da sie bei 
einer Reduktion der Kieselwolframsiiure zerstért wird. Daf 
in der alkalischen Lisung eine Reduktion eintritt, zeigt sich 
bei allen Versuchen dadurch, daf die Fliissigkeit mehr oder 
weniger blau gefarbt wird. 

Beispiel fiir die Reinigung durch Kieselwolframsiure: Kin 
aus einem Dialysat durch zweimalige Bleifillung und Fiallung 


*) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 139, S. 281 (1924). 
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mit Quecksilbernitrat hergestelltes Co-Zymasepriparat hatte 
ACo = etwa 8000. 400 ccm einer etwa 2°/,igen Lésung des- 
selben wurde mit 50 ccm 4n-H,SO, und dann so lange mit 
Kieselwolframsiure versetzt, als eine Fallung entstand. Der 
Niederschlag wurde scharf abzentrifugiert und wie oben be- 
schrieben zersetzt. Gewonnen wurden 200 cem einer Lésung, 
die noch 50°/, der Co-Zymase enthielt. Diese Liésung hatte 
ACo = 70000. Das Trockengewicht enthielt 10°/, Asche. 
Auf aschefreie Substanz umgerechnet, finden wir den Reinheits- 
srad 4Co = 77000. Dieser ist der héchste von uns erreichte. 
In anderen Fallen erhielten wir in derselben Weise Priparate 
mit 4Co = 50000, 60000 usw. Wir betonen aber auch hier, 
daB in den meisten Fillen die Verluste viel gréfer waren, 
und daB wir dann keine so hohen Aktivititen erhielten (oft 
kleiner als 20000.) 


Die Eigenschaften der gereinigten Priparate. 


Die reinsten unserer Co-Zymasepriparate geben mit ver- 
schiedenen Reagenzien Niederschlige. Natiirlicherweise werden 
sie von Quecksilbernitrat, Silber und Baryt usw. gefiallt. Sie 
geben, wenigstens in konzentrierter Lésung Fallung mit Phos- 
phor- und Kieselwolframsiiure. Die Fallungen sind im Uber- 
schuB des Fillungsmittels léslich, Mit Ferrocyankalium und 
Kssigsiiure entstehen auch in konzentrierten Co-Zymaselésungen 
keine oder nur sehr kleine Niederschliige. Mit PtCl, keine 
Fillung. Bei etwa 70°/, Alkohol oder Aceton werden sie gefillt. 
Setzt man Hisessig zu 90°/, zu einer Co-Zymaselésung, so bleibt 
sie klar. Mit Metaphosphorsiure wird kein Niederschlag erhalten. 

Die analytische Zusammensetzung. Wie wir oben 
angefiithrt haben, wird aus Co-Zymaselésungen mit Baryt oder 
Bleiacetat aller anorganische Phosphor entfernt. Durch Blei- 
acetat werden auch viele organische Phosphorverbindungen ge- 
fillt. Schon die bleigereinigten Lésungen enthalten sehr wenig 
Phosphor, und durch die folgenden Reinigungsoperationen wird 
aller Phosphor vollig entfernt, so daB schon miabig reine Pri- 
parate ganz phosphorfrei sind. So wurden beispielsweise von 
einem Praparat mit 4Co = 30000 78,5 mg Trockensubstanz 
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mit konzentrierter Schwefelsiiure verbrannt, und der Phosphor 
dann nach Lieb gefillt. Erhalten wurde nur etwa 0,5 mg 
Molybdat. Dies entspricht einem Phosphorgehalt von etwa 
0,019/,. Ubrigens gibt ein Leerversuch etwa dieselbe Phos- 
phormolybdatmenge. Mit groSer Wahrscheinlichkeit kénnen 
wir also behaupten, daB die Co-Zymase phosphorfrei ist. Die 
sereinigten Priiparate euthalten dagegen viel Stickstoff. Die 
mit den Metallfillungen gewonnenen enthalten im allgemeinen 
14—17°/, N (nach Kjeldahls Methode). Durch die Fillung 
mit Kieselwolframsiure steigt der Stickstoffgehalt nicht un- 
betriichtlich. Ein in dieser Weise hergestelltes Priparat gab 
24,4°/, N (Mikro-Dumas). Das Praparat hatte 4Co = etwa 
30000. (Dieser Wert wiirde sehr viel hdher gewesen sein, 
wenn nicht eine sehr starke Inaktivierung eingetreten wire.) 
Die Priparate enthalten keinen formoltitrierbaren Stickstoff. 

Auch in unseren reinsten Priparaten haben wir einen 
kleinen Schwefelgehalt gefunden, und zwar ist der Schwefel 
in solcher Form vorhanden, daf& die Lésungen beim Kochen 
mit starkem Alkali bleischwirzenden Schwefelwasserstoff ab- 
geben. In dem oben beschriebenen Priiparate von 4 Co=30000 
gab die Analyse 1,54°/, S. (Die Analysen verdanken wir 
Herrn cand. Ff. Nydahl.) Hinsichtlich des Schwefelgehaltes 
ist aber zu bedenken, dab wir wibhrend der Herstellung des 
Priiparates mehrmals Schwefelwasserstoff zum Ausfillen der 
Metalle angewendet haben. Obgleich wir sehr sorgfiltig den 
iiberschiissigen Schwefelwasserstoff durch Luft auszublasen ver- 
sucht haben, wollen wir nicht in Abrede stellen, daB der 
Schwefelgehalt der Priiparate davon herrithren kann, dab 
Schwefelwasserstoff von Stoffen in der Lésung gebunden oder 
durch die Luft so oxydiert wurde, dafi es aus der Lésung 
nicht zu entfernen war. 

Die Co-Zymasepriparate kénnen nur mit groBen Schwierig- 
keiten von anorganischen Bestandteilen befreit werden. Der 
Aschegehalt ist oft sehr groB und hatte zur Folge, daB gegen- 
wirtig die analytische Zusammensetzung noch nicht genau an- 
gegeben werden kann. Wir fiihren als Beispiel die Zusammen- 
setzung des oben genannten Priaparates an: 
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C 40,05 /, 
H . 4,86 
N . 24,39 
. cians Se 
Asche. . . 9,46 


Optische Aktivitat: Wir haben einige unserer besten 
Priparate auf optische Aktivitait gepriift. Obgleich wir 2°/,ige 
Lésungen verwendet haben, konnten wir in keinem Falle eine 
meBbare Drehung feststellen. 

Reaktionen. Die gereinigten Co-Zymasepriiparate geben 
keine EiweiBreaktionen. Die Biuret- und die Millonsche 
Probe sind véllig negativ. Weiter haben wir in keinem der 
untersuchten Fille eine Ninhydrinreaktion gefunden. Die 
Lésungen bringen, wie wir schon gesagt haben, kein Kupfer- 
hydroxyd in Lésung und geben mit Kupfersalzen keine Fiil- 
lungen. Sie geben die bekannten Tyrosin- und Trypto- 
phanreaktionen nicht. 

Gewisse Kohlehydratreaktionen sind dagegen stark 
positiv. Hervorgehoben sei zuerst, dab simtliche von uns ge- 
wonnenen Co-Zymasepriiparate auBerst stark die Reaktion von 
Molisch geben. (Wir wollen hier betonen, dafi wegen der 
Dialyse und der folgenden Fiallungen natiirlich keine von den 
héheren Kohlehydraten des Hefesaftes in die gereinigten Pri- 
parate gelangen kénnen.) Wir haben dann weitere, etwas spezi- 
fischere Kohlehydratreaktionen ausgefiihrt und gefunden, dab 
die Priparate, auch die reinsten, die Pentosenreaktionen stark 
und charakteristisch geben, daB aber die Seliwanowsche 
Fructosereaktion (Hexosereaktion ?) stets vollkommen negatiy 
ausfiel Mit Phloroglucin und Salzsiure geben alle Pri- 
parate die bekannte kirschrote Firbung beim Kochen. 
Der Farbstoff ist in Amylalkohol leicht léslich, und die Liésung 
zeigt das charakteristische Absorptionsband. Mit 
steigendem Reinheitsgrad der Priparate steigt die 
Intensitit der Phloroglucinreaktion (auf Trockengewicht 
bezogen) stark an. Die reinsten Priparate, beispielsweise das 
oben beschriebene mit 4 Co = 77000, geben die Reaktion sehr 
stark. Wir haben versucht, die Farbintensitit colorimetrisch 
mit der von bekannten pentosehaltigen Stoffen gegebenen zu 
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vergleichen. Zufalligkeiten bei der Ausfiihrung der Reaktion 
spielen aber eine so groBe Rolle, daB ein quantitativer Ver- 
gleich noch nicht gelungen ist; die Versuche zeigten aber, da6 
die reinsten Co-Zymasepriparate ungefaihr dieselbe Reaktion 
geben wie die gleiche Gewichtsmenge reines Guanosin. Siimt- 
liche Priiparate geben auch stark und charakteristisch die 
Orcinreaktion: (Bials Reagenz: 1g Orcin in 100 ccm 20°/, iges 
HCl + 10 Tropfen 10°/,ige Eisenchloridlésung) Griinfirbung 
beim Kochen. Wie oben angegeben, reduzieren die gereinigten 
Priparate Fehlings Lésung nicht. Von unserem besten Prii- 
parate (4Co = 77000) wurden 30mg mit Fehlings Lésung 
gekocht. Kein Kupferoxydul konnte indessen beobachtet werden. 
30mg des Co-Zymasepriparates wurden mit 8°/, HCl eine 
Stunde im kochenden Wasserbade behandelt, bei darauffolgen- 
der Behandlung mit Fehlingscher Lésung trat aber auch keine 
Reduktion ein. Dagegen beobachteten wir in beiden Fallen 
eine hellblaue oder weiBe Fallung. MiBig reine Priparate 
(4 Co = 20000—30000) geben beim Kochen mit ammonikalischer 
Silberlésung eine schwache Reduktion. 

Da die reinsten Priparate eine Zusammensetzung gezeigt 
haben, die der der Nucleoside nahe kommt, da sie viel Pen- 
tose enthalten und da sie wenigstens teilweise von Reagenzien 
gefiullt werden, die méglicherweise auf die Anwesenheit von 
Purinen, Pyrimidinen usw. hinweisen, haben wir nicht unter- 
lassen, einige spezifische Purinreaktionen und dergleichen an- 
zustellen. Zuerst sei angefiihrt, daB wir in keinem Falle mit 
Sicherheit eine positive Murexidreaktion gefunden haben. 
Weder die Reaktion nach Weidel, noch die gewodhnliche 
Xanthinprobe gaben mit Co-Zymasepriparaten deutliche Fir- 
bungen. Die Kosselsche Adenin- und Hypoxanthin- 
reaktion fiel auch vollkommen negativ aus, ebenso die Cyto- 
sinreaktion mit Bromwasser und Baryt. Mit Diazobenzol- 
sulfonsaiure in sodaalkalischer Lisung firbten sich dagegen 
auch die reinsten Priparate intensiv rot. So gaben 2 mg 
eines Priiparates mit 4 Co=30000 unmittelbar mit dem Reagens 
starke Rotfirbung, 2mg Guanosin gaben, aber erst nach ein 
paar Minuten, etwa dieselbe Farbung. 
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Auch weitgehend gereinigte Co-Zymaselésungen geben die 
Nitroprussidreaktion. Diese wurde so ausgefiihrt, daB die 
zu untersuchende Liésung mit festem Ammoniumsulfat gesittigt, 
mit 5 Tropfen 10°/,iger Nitroprussidnatriumlésung und dann 
tropfenweise mit verdiinntem Ammoniak versetzt wurde. Hine 
schén violette Fiarbung konnte beobachtet werden. Ks _ ist 
hierbel, wie wir oben bei der Besprechung des Schwefelgehaltes 
der Co-Zymasepriiparate gesagt haben, zu bemerken, daB die 
die Reaktion gebenden Ko6rper von der Schwefelwasserstoff- 
behandlung herriihren kénnen. Dasselbe gilt wohl auch von 
folgender Reaktion: Die Co-Zymasepriparate geben mit Phos- 
phorwolframsiure in ammoniakalischer Liésung eine 
starke Blaufirbung. Wir wollen indessen dabei bemerken, 
daB diese Reaktion allgemein den Pyrimidinderivaten zukommt, 
die in 5-Stellung eine NH,-Gruppe haben. 

Kin Priparat von 4ACo = 60000 gab in konzentrierter 
Lésung keine Pyrrolreaktion, auch keine Firbung mit Ehr- 
lichs Diazoaminobenzaldehydreagens. 


Bei unseren Untersuchungen tiber Co-Zymase hat uns die 
Knoll A.-G., Ludwigshafen a. Rh. durch Bereitung gréBerer 
Mengen Ausgangsmaterial wesentlich unterstiitzt. Wir sprechen 
ihr und Herrn Prof. K. KF. Schmidt auch hier unseren besten 


Dank aus. 
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1. Allgemeines tiber enzymatische Oxydo-Reduktionsstudien. 

Die Frage, ob und in welchem Umfang bzw. unter welchen 
Bedingungen die normale Gewebsoxydation auf Grund der 
Messung der Methylenblauentfirbung beurteilt werden kann, 
ist wiederholt besprochen worden. Seitdem Meyerhof}) ge- 
zeigt hatte, daB die Atmung von Acetonhefe durch Zusatz von 
Methylenblau gesteigert wird, und daB also die Fahigkeit von 
Geweben zur enzymatischen Methylenblaureduktion mit ihrer 
fahigkeit zur Veratmung molekularen Sauerstofis nicht oder 


') Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 149, S. 250 (1912). -—- Bd. 170, 
S. 367 (1918). 
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wenigstens nicht immer quantitativ tibereinstimmen, ist die Theorie 
der Methylenblaureduktion von Thunberg und seiner Schule, 
in letzter Zeit besonders von Ahlgren, erneut einer eingehenden 
Kritik unterworfen worden, wihrend gleichzeitig die Methylen- 
blaumethodik von Thunberg und Ahlgren wesentlich ver- 
feinert worden ist. Die moderne Auffassung der Lundenser 
Schule hat Ahlgren in seiner Zusammenfassung in Abder- 
haldens Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden (1926) 
gegeben. 

Gegen den von verschiedenen Seiten aufgestellten Satz, 
daB gewisse Systeme in vivo und in vitro nicht durch mole- 
kularen Sauerstoff, wohl aber durch Methylenblau oxydiert 
werden kiénnen, wurde der Kinwand erhoben, daB die Methylen- 
blauentfairbung ein viel empfindlicherer Oxydationsindicator ist, 
als der Sauerstoffverbrauch. In nachstehend beschriebenen 
Versuchen glauben wir aber nachweisen zu kénnen, da diese 
verschiedene Empfindlichkeit die Nichtparallelitit von Methylen- 
blauentfiirbung und Sauerstofiatmung nicht zu erklaren ver- 
mag und daB hier Verschiedenheiten vorliegen, welche nicht 
nur quantitativer Natur sind, 

Es braucht wohl kaum hervorgehoben werden, da8 weder 
durch diese Bemerkung noch durch spitere kritische Vergleiche 
der Methylenblauentfirbung und der Sauerstoffzehrung der 
hervorragende Wert der Thunbergschen Methodik und der 
der darauf gegriindeten Experimental-Arbeiten der Lundenser 
Schule in Abrede gestellt werden soll. 

Die Beobachtung, daB durch HCN die molekulare Sauer- 
stoffveratmung der Bernsteinsiiure gehemmt wird, wihrend die 
Methylenblaureduktion davon unbeeinfluBt bleibt, hat Thun- 
berg?) in folgender Weise zu erklaren versucht. Der ge- 
wohnliche, also nicht durch besondere Katalysatoren aktivierte 
Sauerstoff muB eine Anzahl reaktionsfahigerer Molekiile ent- 
halten. Dieser autaktivierte Teil des Sauerstoffs ist es, der 
einerseits bei der Atmung als Wasserstoffacceptor dient, anderer- 





') Thunberg, Atmung und Oxydation. Hammarstens Lehrb. d. 
physiol. Chem. 11. Aufl., 1926. 
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seits auch durch die Blausiiure fortlaufend inaktiviert wird. 
Bei der Besprechung unserer Vergiftungsversuche werden wir 
auf diese Frage zuriickkommen.?) 


2. Arbeitshypothese der vorliegenden Untersuchung. 


Um die folgende Darstellung leichter verstindlich zu 
machen, stellen wir unsere theoretische Auffassung voran, die 
uns bei der Anordnung der Versuche gute Dienste geleistet 
hat, und die durch die gewonnenen Ergebnisse gestiitzt wird. 

Die biologische Atmung setzt sich aus zwei Hauptphasen 
zusammen, die wir als die anaerobe und die aerobe Haupt- 
phase bezeichnen wollen. Die anaerobe Hauptphase ist der 
Wirksamkeitsbereich der mit einem gemeinsamen Namen als 
Reduktasen zu bezeichnenden Enzyme, durch deren Titigkeit 
aus den schwer oxydierbaren Umsatzstoffen leichter oxydier- 
bare Produkte entstehen. Bei der Kohlehydratveratmung z. B. 
nehmen wir an, dai diese Reaktion durch einen dismutations- 
fhnlichen Vorgang unter dem Einflu& der Mutase und deren 
Co-Enzym, der Co-Zymase, eingeleitet wird. Ob die hierdurch 
entstehenden Produkte direkt in die aerobe Phase iibergehen oder 
zuerst einer weiteren Spaltung unterliegen, bleibt eine offene Frage. 

Bei der Fett- und EiweiBveratmung sind vielleicht bei 
den letzten Reaktionen in der anaeroben Hauptphase Reduk- 
tasen vom Typus der Succinodehydrogenase wirksam.’) 

Die Reaktionen in der anaeroben Hauptphase (die wahr- 
scheinlich aus einer Anzahl Teilreaktionen bestehen) resultieren 
in allen Fallen in Produkten, die leichter oxydierbar sind als 
die Ausgangsmaterialien. 

Die aerobe Hauptphase sehen wir als den Wirksamkeits- 
bereich der Oxydationskatalysatoren an.*) Hier ist also die 
Aufgabe der biologischen, zum Teil Peroxydase-artig, zum Teil 





1) Vgl. hierzu die Bemerkung von Bach u. Michlin, Chem. Ber. 
Jahrg. 60, S. 827 (1927). 

2) Vel. hierzu Euler, Biochem. Zs. Bd. 164, S. 18 (1925). 

*) Ob die Endprodukte der anaeroben Hauptphase von diesen 
Oxydationskatalysatoren direkt angegriffen werden kénnen, oder ob hier 
eine enzymatische Sauerstoff- oder Wasserstoffiibertragung vorliegt, 
Wissen wir nicht; wir finden letztere Aunahme keinesfalls bewiesen. 
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anders wirkenden Oxydationskatalysatoren, wie z. B. des Himo- 
globins, Cytochroms usw. zu suchen. Als Enzyme oder Fer- 
mente sind dieselben noch nicht charakterisiert.’) 

Den Grund der Verschiedenheiten, die zwischen den 
Methylenblauversuchen und den respirometrischen Versuchen 
vorliegen, wollen wir darin sehen, daB bei den Methylenblau- 
versuchen stets ein Oxydationskatalysator, nimlich Methylen- 
blau vorhanden ist. Bei einer Succinodehydrogenaselésung 
z. B., die keinen Oxydationskatalysator enthilt, wird die Methylen- 
blaureduktion durch Zusatz von Succinat aktiviert, die mole- 
kulare Sauerstoffatmung aber nicht. Auf die Bedeutung des 
Reduktionsoxydationspotentials eines Oxydationskatalysators 
kommen wir spiiter zuriick. 


3. Co-Zymase als Atmungskorper. 


Die ersten Angaben iiber einen spezifischen Hilfsstoff der 
Atmung verdankt man Batelli und Stern’), welche den von 
ihnen gefundenen Aktivator Pnein nannten. 

Durch die Untersuchungen von Meyerhof’) ist nun ge- 
zeigt worden, daB die molekulare Sauerstoffatmung durch Co- 
Zymase stark aktiviert werden kann. Nach den Arbeiten des 
letzten Jahres im hiesigen Laboratorium fassen wir die Co- 
Zymase als Aktivator der Mutase auf, also als Aktivator bei 
einer Cannizzaroschen Dismutation.*) 

Aus den ilteren Arbeiten (Batelli und Stern; Meyer- 
hof) konnte nicht hervorgehen, wie sich diese Kigenschaft der 
Co-Zymase mit der Funktion der Co Zymase als Atmungsk6rper 
deckt. Es ist wohl anzunehmen, da die Atmungsaktivierung 





1) Von ,,dem Atmungsferment“ zu sprechen ist in mehrfacher Hin- 
sicht ungeeignet. 

*) Batelli u. Stern, Soe, de Biol, Bd. 65, S. 489 (1908); vgl. auch 
Biochem. Zs. Bd. 33, 8. 315 (1911), 

3) Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 170, 8. 367 (1918). 

4) Myrbiick u. Jacobi, Diese Zs. Bd. 161, S, 245 (1926); Euler, 
Myrbick u., Nilsson, Sv. kem. tidskr. Bd. 38, 8. 353 (1926); Euler 
u. Myrbiick, Diese Zs. Bd 165, 8. 28 (1927). Uber Co-Reduktase vgl. 
Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 160, 8. 234 (1926), sowie Bd. 162, 
S. 72 (1926) und Bd. 162, S. 264 (1926). 
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durch Co-Zymase in den untersuchten Fallen teilweise auf den 
Gehalt der benutzten Co-Zymaselésungen an Donatorsubstanzen 
(etwa an solchen, die von Succinodehydrogenase angreifbar sind) 
zuriickzufiihren ist, Die Atmungsaktivierung aber, die nicht 
einfach durch Donatorwirkung bedingt wird, wollen wir auf die 
Wirkung der Co-Zymase bei dem Kohlehydratabbau in der 
anaeroben Hauptphase zuriickfiihren. Diese Auffassung wird 
im folgenden (S. 157) experimentell gestiitzt. 

Die Bezeichnung Atmungskorper fiir die Co-Zymase wiire 
demnach in etwa demselben Sinne aufzufassen wie die Be- 
nennung ,Co-Phosphatese“, d. h. die Atmung wird ebensowenig 
wie die Phosphorylierung von der Co-Zymase unmittelbar 
aktiviert. Die Aktivierung der beiden Erscheinungen kommt da- 
durch zustande, daB eine in der Reaktionskette vor den beiden 
oben erwihnten Erscheinungen liegende Reaktion aktiviert wird, 
nimlich die dismutationsihnliche Umwandlung der Glucose. 


4. Versuchsmethodik. 


Die Methylenblaureduktionen wurden mit der von uns immer 
benutzten Thunberg-Ahlgrenschen Methodik gemessen. Die 
Zeit zur volligen Entfirbung wurde ermittelt. Die Versuche wurden 
bei Zimmertemperatur, angenihert 20°, angestellt. Die Methylen- 
blaulésung enthielt 0,5 g Methylenblau (Merck) pro 1000 ccm. 

Die molekulare Sauerstoffabsorption wurde mit der respiro- 
metrischen Methode und zwar nach der von Warburz!) an- 
cegebenen Ausfiihrungsform und Apparatur verfolgt. Dabei 
wurde der Thermostat (ein Warburgscher Originalapparat, 
den uns Herr Kollege J. Runnstrém freundlichst iiberlieB) bei 
genau 20° gehalten. Als Manometerfliissigkeit haben wir die 
Brodiesche Lésung benutzt. Die Ablesungen wurden bei 
konstantem Druck gemacht. Die Calibrierung der Manometer- 
kapillaren geschah durch Auswigung mit Quecksilber. Die 
Kohlensiure wurde mittels KOH absorbiert. Um eine Auf- 
fassung iiber die Genauigkeit der Methode zu bekommen, haben 
wir mit den zu unseren Versuchen benutzten Mikrorespiro- 
meterapparaten gleichzeitig folgenden Atmungsversuch gemacht. 





) O. Warburg, Biochem. Zs. Bd. 142, S, 317 (1923). 
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Tabelle 1. 
Atmunysversuch. ccm Q,. 

Minuten 1 2 3 4 5 6 
15 0,074 0,082 0,078 0,078 0,082 0,080 
30 0,084 0,088 0,085 0,087 0,085 0,084 
45 0,094 0,097 0,097 0,099 0,097 0,098 
60 0,088 0,093 0,091 0,098 0,090 0,091 
75 0,094 0,097 0,096 0,099 0,093 0,093 
90 0,093 0,095 0,096 0,095 0,093 0,091 
105 0,089 0,091 0,092 0,093 0,091 0,092 
120 0,087 0,088 0,091 0,093 0,090 0,091 
135 0,087 0,090 0,092 0,095 0,092 0,089 
150 0,086 0,087 0,089 0,090 0,086 0,087 
z 0,876 | 0,908 0,907 0,922 0,899 0,891 

















5. Orientierende Versuche. 


Zuerst wurde Mb-Reduktionsvermégen und molekulare 
Sauerstoffabsorption bei Muskel- und Leberextrakten  ver- 
gleichend gemessen. Die Versuchstiere (normale Ratten, wo 
nicht anders bemerkt wird) wurden durch Dekapitieren getétet; 
Narkose wurde nie verwendet. Die Organe wurden sofort auf Kis 
gekiihlt. Die Darstellung der Extrakte geschah immer auf folgende 
Weise: Das Organ wurde fein zerschnitten, mit den gleichen Ge- 
wichtsmengen Sand und Wasser zerrieben und dann in einem feinen 
Tuch geprebt. Der Extrakt wurde unter Eiskiihlung aufbewahrt. 

Die Co-Zymaselésung, die im allgemeinen zu den Ver- 
suchen benutzt wurde, war durch folgende Operationen ge- 
reinigt: Dialyse, zweimalige Bleifaillung, Fallung mit AgNO, 
+ Ba(OH),. Die Fallung wurde ausgewaschen und mit HCl 
und danach mit H,S zersetzt. H,S wurde weggeblasen. Aktivi- 
tit 105 com CO,/Stunde pro 1 ccm. 4Co = etwa 10000. 

Das Zymophosphatpriparat war iiber das Ba-Salz dar- 
gestellt und unsere Lisung enthielt etwa 5°/, Na-Zymophosphat. 


Priifung von Zymophosphat und Co-Zymase. 


Hefesusp.: 1g ausgewaschene Trockenhefe H (Trockenpriparat) + 5 ccm 
0,3 mol. Phosphat py = 7,6 + 5cem Wasser. 
Co-Zymase: 0,5 cem Co-Zymase + 4,5 cem Wasser. 


Zy mophosphat: 


4,5 ecm Zymophosphat + 0,5 eem Wasser. 
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Tabelle 2. 
Mb-Versuch. 








Nr. 1 ccm Hefesusp. + 0,5 cem Mb + Entfirbungszeit 

1. 2. 1 cem Wasser Nach 8 Stdn. noch 
stark gefiirbt. 

3. 4. | 0,5 cem Co-Zymase + 0,5 eem Wasser 248,5 250 Min. 


5. 6. | 0,5 eem Zymophosphat + 0,5 eem Wasser Nach 8 Stdn. noch 
stark gefiirbt. 
7. 8. | 0,5eem Zymophosphat + 0,5 eem Co-Zymase | 8,0 8,5 Min. 








Aus den Versuchen geht hervor, daB das Zymophosphat- 
praparat Co-Zymasefrei ist, und da’ das Co-Zymasepriiparat 
nicht erhebliche Mengen Wasserstoffdonatoren enthilt. 


Versuchsreihe I. 


Bei allen Versuchen UberschuB von Co-Zymase und Zymo- 
phosphat. 
Puffer: 0,3 mol. Phosphat py = 7,6. 
Co-Zymase-Zymophosphatmischung: 9 cem 5 °/, Na-Zymophosphat 
(Elberfeld) + 1 cem Co-Zymase. 


Tabelle 38. 
Mb- Versuch. 








Nr 0,5 cem Mb + 0,5 cem Puffer + ‘ntfarbungszeit 
hy 0,5 eem Co-Zymase—Zymophosphat + Minuten 
i. 2, 0,5 eem Muskelextrakt + 0,5 cem Wasser 89 82 
3. 4, 0,5 eem Leberextrakt + 0,5 cem Wasser 8 3 








Die Atmungsversuche wurden in Proben folgender Zusammen- 
setzung gemacht: 








Tabelle 4. 
Atmungsversuch. ecm Q,. 
1 cem Co-Zymase—Zymophosphat + 0,5 cem Puffer + 
 eeciansee LS RNNEnenennnnenedinnenenenetaniavenrtant eset a awe 
1 cem Muskelextrakt | i cem Leberextrakt 
30 0,0166 00,0082 =| — 01085 0,1090 
60 0,0055 | 0,0061 0,0971 0,0950 
90 0,0037 | 0,0061 0,0964 0,0950 
120 0,0064 | 0,0068 0,0884 0,0870 
150 0 0 0,0168 0,0100 
> 0,032 0,027 0,408 0,396 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXIX, 9 
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Versuchsreihe II. 
Der Einflu8 von verschiedenen Wasserstofidonatoren wurde 
studiert. Zu den Versuchen wurden folgende Reagenzien be- 
nutzt. 


Lisung 1. 0,5 eem Co-Zymase + 4,5 cem Wasser. 
» 2. 0,5eem Co-Zymase + 4,5eem 5°/, Zymophosphat (Elberfeld). 
» 38. 0,5 eem Co-Zymase + 4,5 eem Na-Suecinat (3 g/ 1000 cem 
neutr. Lackmus). 
Puffer: 0,3 mol. Phosphat py = 7,6. 


Leberextrakt vom vorigen Versuch. 


Tabelle 5. 


Mb-Versuch. Leberextrakt, Verdiinnung 1 : 10. 





x 1 ecm Extrakt + 0,5 ecm Puffer + Enfiirbungszeit 
Nr. 
0,5 cem Mb + Minuten 
1, 2. 0,5 cem Lésung 1 43 42 
3. 4. 0,5 cem » « 20 19 
5. 6. 05eem 4, 8 26,5 25,5 








Die Aktivierung ist also gréfer bei Zymophosphatzusatz 
als bei Succinatzusatz. 


Tabelle 6. 


Atmungsversuch. Leberextrakt, Verdiinnung 1:2. cem Q,. 



































1 eem Leberextrakt + 0,5 ecm Puffer +- 
Minuten 7 

1 ecem Lésung 1 | 1cem Lisung 2) 1cem Lisung 8 
15 -— -— | — 0,158 0,150 
30 0,034 0,034 0,050 0,044 0,045 
60 0,918 0,020 0,082 0,024 0,028 
90 0,029 0,027 05042 0,031 0,031 
120 0,032 0,081 | 0,042 0,034 0,037 
159 0,027 0,027 0,047 0,025 0,026 
180 0,017 0,016 0,031 0,014 0,013 
S | 0,158 | 0,156 | 0,244 | 0,880 | 0,329 


Die molekulare Sauerstoffabsorption wird also durch Succi- 
natzusatz stiirker aktiviert als durch Zymophosphatzusatz, 
wiihrend bei der Mb-Reduktion das Umgekehrte der Fall ist. 
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Bereits hier wird also der SchluB nahegelegt, daB die Methylen- 
blaureduktion und die molekulare Sauerstoffatmung keineswegs 
parallele Erscheinungen sind, was durch unsere weiteren Ver- 
suche, besonders die Versuche mit Hefe, in vollkommen binden- 
der Weise gezeigt werden wird. Wie ersichtlich, ist die Akti- 
vierung durch Succinatzusatz in diesem Versuch nicht konstant, 
die Werte fallen rasch ab. Dies beruht darauf, daB die zu- 
cesetzte Succinatmenge zu klein war. Zu den folgenden Ver- 
suchen haben wir eine stirkere Succinatlésung benutzt und 
haben dann konstante Aktivierung erreicht. 


Versuchsreihe III. 


Ausgangsmaterial war diesmal eine gealterte Kuhleber, 
in welcher die Co-Zymase zum grofen Teil zerstért war.') Der 
KinfluB von Succinat und Zymophosphat mit und ohne Co- 
Zymasezusatz wurde studiert. 

Die Konzentration der Na-Succinatlisung war bei allen 
folgenden Versuchen 30g Bernsteinsiiure/1000 com (mit NaOH 
bis neutral gegen Lackmus neutralisiert). 


Puffer: 0,3 mol. Phosphat py, = 7,53. 


A. Mit Co-Zymasezusatz. 


Die Lisungen i~—3 haben dieselbe Zusammensetzung wie 
im vorigen Versuch. 
Tabelle 7. 
Mb-Versuch. 











Ni 1 cem Leberextrakt + 0,5 cem Puffer Entfirbungszeit 
Nr. * ; 
+ 0,5 ecm Mb + Minuten 
1. 2. 0,5 cem Lésung 1 4,75 4,75 
3. 4. 0,5 cem ‘ 2 4,75 4,75 
5. 6. 0,5 ecm 9 3 4,50 4,25 








Um die Wirkung der zugesetzten Donatorsubstanzen klarer 
hervortreten zu lassen, wurde in folgendem Versuch eine 
kleinere Extraktmenge gewihlt. 


a 





') Myrbiick u. Nilsson, Diese Zs, Bd. 165, S. 140 (1927), 
9* 





} 
i 
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Tabelle 8. 
Mb-Versuch. Leberextrakt, Verdiinnung 1:10. 

















, 1cem Extrakt + 0,5 cem Puffer Entfarbungszeit 
Nr. : 
+ 0,5 eem Mb + Minuten 
1.2. 0,5 cem Lésung 1 38 «638 
3. 4. 0,5 ecm — ae 60,5 61,5 
5. 6. O5eem , 8 35,5 36,5 








Kine erhebliche Aktivierung der Mb-Reduktion in Gegen- 
wart von Co-Zymase wurde weder durch Zymophosphat noch 
durch Succinat erreicht. 


Tabelle 9. 


Atmungsversuch. ccm Q,. 


























1 ecm Leberextrakt + 0,5 cem Puffer + 0,5 cem Wasser + 
Paton te i cbcinctntaiaiaaeiaatinini tapas iaancaiestiesiniplial 
0,5ecm Lésung 1 | 0,5ccm Lésung 2 | 0,5 ecm Lésung 3 
30 0,048 | 0,050 | 0,040 0,038 | 0,046 | 0,048 
60 0,024 0,024 0,020 0,027 0,031 | 0,037 
90 0,022 0,026 0,029 0,031 0,029 | 0,084 
120 0,025 0,027 0,027 0,034 0,032 0,037 
150 | 0,025 0,028 | 0,025 | 0,030_|_0,033_|_ 0,035 
3 0,145 | 0,154 | 0,141 0,160 0,172 | 0,190 


Auch bei der Atmung tritt durch Zusatz von Zymophos- 
phat oder Succinat keine erhebliche Aktivierung ein. 


B. Ohne Co-Zymasezusatz. 


Die Lésungen 2 und 3 wie im vorigen Versuch aber mit 
Wasserzusatz statt Co-Zymase. 


Tabelle 10. 
Mb-Versuch. 











Nr 1 cem Leberextrakt + 0,5 eem Puffer Entfiarbungszeit 
— + 0,5 eem Mb Minuten 
a 8 0,5 cem Wasser 44,0 45,5 
3. 4. 0,5 eem Liésung 2 42,0 48,0 
5. 6. 05cem , 8 28,5 29,0 
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Durch Succinatzusatz wird also die Mb-Reduktions- 
geschwindigkeit erhéht. Zymophosphatzusatz hat dagegen nur 
wenig Kinflu’. In Gegenwart von Co-Zymase wurde, wie friiher 
gezeigt, weder mit Succinat noch mit Zymophosphat eine 
Aktivierung erreicht. Wir deuten dies in folgender Weise: 
Der Leberextrakt enthalt reichlich solche Stoffe, die in Gegen- 
wart von Co-Zymase unter Dismutation angegriffen werden 
und Wasserstoffidonatoren liefern. Die Wirkung der Succino- 
dehydrogenase wird dadurch verdeckt. 


Tabelle 11. 


Atmungsversuch. ccm Q,. 











1 cem Leberextrakt + 0,5 cem Puffer + 0,5 cem Wasser + 
Minuten " , : 
0,5 eem Wasser | 0,5 cem Lésung 2 | 0,5 cem Lésung 3 
30 0.016 | 0,027 0,017 0,017 0,025 0,030 
60 0,024 0,022 0,012 O,OLT 0,023 0,031 
90) 0,001 0,008 0,000 0,006 0,008 0,017 
120 0,024 0,024 0,022 0,023 0,031 0,035 
150 0,019 0,022 0,025 0,017 0,022 0,027 
180 0,054 0,054 0,041 0,045 0,041 0,045 
= 0,139 Q,157 0,117 0,124 0,151 0,185 





Obwohl die Methylenblaureduktion durch Succinatzusatz 
aktiviert wird, wird in dem Atmungsversuch keine deutliche 
Aktivierung erreicht. Durch die Annahme, daB der Oxydations- 
katalysator nicht in geniigender Menge vorhanden ist, wird 
dieses Verhalten leicht verstiindlichh In dem Abschnitt 
iiber die Succinatverbrennung kommen wir zu dieser Frage 
zuriick. 

Zu den folgenden Versuchen haben wir ein anderes Zymo- 
phosphatpriparat benutzt, das ebenfalls ttber das Ba-Salz 
dargestellt war. Die Liésung enthielt etwa 5°/, Na-Zymo- 
phosphat. 


Priifung des Zymophosphatpriparates (vgl. Tab. 2). 
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Tabelle 12. 
Mb-Versuch. 











Nr. 1 cem Hefesuspension + 0,5 cem Mb + Entfiarbungszeit 
i. 2. 1 ecm Wasser nach 4 Stunden 
3. 4. | 0,5 cem Co-Zymase + 0,5 com Wasser noch nicht 
5. 6. | 0,5 cem Zymophosphat + 0,5 eem Wasser entfiirbt 
7. 8. | 0,5cem Zymophosphat + 0,5 cem Co-Zymase | 7,5 7,0 (Min.) 


Das Zymophosphatpraparat ist also Co-zymasefrei. 


6. Die Succinatverbrennung. 
Die Versuchsreihe III wurde mit einem Extrakt aus 
frischer Rattenleber wiederholt. Zu den Versuchsreihen IVA 
und IVB wurde der Extrakt in Verdiinnung 1:2 benutzt. 


Versuchsreihe IV. 


A. Einwirkung von Zymophosphat und Succinat bei Zu- 
satz von Co-Zymase. Die Lésungen 1—3 wie in Versuchs- 
reihe IITA. 

Puffer: 0,3 mol. Phosphat py = 7,53. 


Tabelle 13. 














Mb- Versuch. 
Nr 1cem Leberextrakt + 0,5 cem Puffer Entfirbungszeit 
. 7 + 0,5 eem Mb + Minuten 
es 0,5 ccm Losung 1 13,5 15,0 
S. 4. 0,5 eem i 2 9,5 7,5 
5. 6. 0,5 ccm = 3 6,5 6,25 








Sowohl durch Zymophosphat als durch Succinat wird 
Aktivierung erreicht. 


Die Aktivierung durch Succinat ist etwas gréBer als durch 
Zymophosphat und entspricht einer etwa zweifachen Erhéhung 
der Reduktionsgeschwindigkeit. 
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Tabelle 14. 


Atmungsversuch. cem Q,. 














1 cem Leberextrakt + 0,5 cem Puffer + 0,5 com Wasser + 
Minuten ‘eae ; 

0,5 cem Liésung 1 | 0,5 cem Lésung 2. 0,5 cem Lésung 3 

15 0,011 0,012 0,013 0,013 0,104 0,103 
30 0,004 0,005 0,005 0,006 | 0,086 0,091 
45 0,015 0.013 0,015 0,013 | 0,091 0,100 
60 0,005 ; 0,007 0,002 0,006 | 0,068 0,074 
90 0,016 | 0,018 , 0,015 0,015 | 0,127 0,129 
120 0,030 | 0,031 | 0,030 0,025 0,115 0,116 
150 0,024 0,023 0,020 0,022 0,097 0,091 
S | 0,105 0,109 0,100 0,099 | 0,687 0,702 


Durch den Succinatzusatz wird die Atmungsgeschwindig- 
keit etwa sechsfach erhéht. Durch Zymophosphatzusatz wird 
keine Aktivierung erreicht. 

Bb. Eimwirkung von Zymophosphat und Succinat ohne 
Zusatz von Co-Zymase. 

Die Lésungen 2 und 8 wie in Versuchsreihe III B. 


Tabelle 15. 
Mb- Versuch. 





Ny 1 ccm Leberextrakt + 0,5 cem Puffer + | Entfirbungszeit 
0,5 cem Mb + (Min.) 
x = 0,5 eem Lésung 1 14,5 14,25 
3. 0,5 ecm x 2 14,5 
4. 5. 0,5 ecm “ 3 9,9 10,5 








Tabelle 16. 
Atmungsversuch. ccm Q,. 








1 ccm Leberextrakt + 0,5 ecm Puffer + 0,5 eem Mb + 
Minuten - 

0,5 cem Wasser | 0,5 cem Lésung 2 | 0,5 eem Loésung 3 
15 0,014 0,014 | 0,015 | 0,014 0,059 0,060 
30 0,011 0,011 0,008 | 0,011 0,058 0,062 
60 0,027 0,025 0,026 | 0,025 0,130 0,132 
90 0,012 0,014 0,008 | 0,018 0,100 | 0,100 
120 0,011 0,011 0,011 | 0,011 0,091 | 0,098 
150 0,000 0,000 0.000 | 0,000 | 0,059 | 0,063 





= 0,075 | 0,074 | 0,068 | 0,073 0,497 | 0,516 


i 
i 
; 
i 
i 
1 
t 
| 
t 
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Versuchsreihe V. 


Der Leberextrakt, der in Versuchsreihe IV benutzt wurde, | 
wurde etwa 12 Stunden dialysiert. | 


Die Lésungen 1—3 wie in Versuchsreihe III A. 


Puffer: 0,3 mol. Phosphat p,, = 7,53. 


Tabelle 17. 











Nr. 


eo —_ | 
. } 


y ls 
6. 


qr 














Mb-Versueh. 
1 ccm Leberextrakt + 0,5 ecm Puffer + | Entfarbungszeit 
0,5 cem Mb + (Min.) | 
0,5 cem Loésung 1 7,5 7,0 | 
0,5 cem . 2 7,5 7,5 | 
0,5 cem m 3 3,5 3,75 





Der Versuch wurde ohne Zrsat7 von Co-Zymase wieder- 


holt. 


Lésung 1 und 2 wie in Verst:shsreihe IIIB. 


Tabelle 18. 
Mb-Versuch. 








1 ecm Leberextrakt + 0,5 cem Puffer + 
0,5 cem Mb + 


Entfairbungszeit 
(Min.) 





0,5 eem Wasser 
0,5 cem Liéstuag 1 » 


0,5 cem - 2 





8,0 8,5 
8,0 7,5 
5,0 6,0 


In Gegenwart von Co-Zymase ruft Succinat eine etwa 
zwelfache Erhéhung der Reduktionsgeschwindigkeit hervor. 


Tabesle 19. 


Atmungsversuch. ccm Q,. 








Minuten 


1 cem Leberextrakt + 0,5 cem Puffer + 0,5 eem Wasser + 





0,5 cem Loésung 1 | 0,5 cem Lésung 2 


0,5 ccm Lésung 3 


























30 0,068 | 0,072 | 0,068 | 0,066 0,072 | 0,080 
60 0,017 0,018 | 0,013 | 0,16 | 0,029 | 0,035 
90 0,013 0,015 | 0,010 | 0,012 | 0,025 | 0,034 
120 0,010 0,010 | 0,000 | 0,07 | 0,029 | 0,032 
150 0,007 0,006 | 0,005 | 0,015 ; 0,027 | 0,029 
= | 0,16 | 0,121 | 0,091 | 0,117 | 0,182 | 0,209 
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Bei einem Vergleich des letzten Versuches mit Versuch IV A, 
der mit demselben Leberextrakt vor der Dialyse gemacht ist, 
ergibt sich folgendes: Die Methylenblaureduktionsgeschwindig- 
keit wird in beiden Fallen durch Succinatzusatz etwa ver- 
doppelt. Die Atmungsgeschwindigkeit aber, die durch Succinat- 
zusatz vor der Dialyse etwa sechsfach erhédht wird, erfihrt 
nach der Dialyse durch Succinatzusatz eine kaum zweifache 
Erhéhung. Wie unten gezeigt werden soll (in dem Abschnitt 
kiinstliche Oxydationskatalysatoren), kann die Atmungsgeschwin- 
digkeit in diesem Falle durch Zusatz von Methylenblau akti- 
viert werden. Wiahrend der Dialyse ist nach unserer Auf- 
fassung der auf Succinatverbrennung eingestellte Oxydations- 
katalysator irgendwie entfernt, zerstért oder gebunden worden. 
Dem Umstand, daB in unserem Beispiel dies gerade durch 
eine Dialyse erreicht w.aiye, ,le,en wir hier einstweilen keine 
besondere Bedeutung bei. 


7. Cytochrom als Oxydationskatalysator. 

Ks ist eine altbekannte Tatsache, dai Trockenpriparate 
von Ober- und Unterhefen in chemischer Hinsicht viel stiirker 
differieren als die frischen Hefen. Zwar erkennt man schon 
aus den Versuchen mit frischen Hefen, da die Oberhefe gegen 
iuBere Einfliisse resistenter ist als die Unterhefe.!) Diese 
Kigenschaft kommt jedoch bei dem Vergleich von 'Trocken- 
priparaten viel klarer zum Vorschein. Wir erinnern hier an 
die Verschiedenheiten, die be7iig ich der Auswaschung von Co- 
Zymase, Wasserstoffdonatoren und Phosphat vorliegen.*) Wie 
bekannt, gelingt die Auswaschung der betreffenden Stoffe 
bet der ‘'Trockenunterhefe leicht quantitativ einfach durch 
Waschen mit Wasser, wihrend aus der Trockenoberhefe diese 
Stoffe nicht oder wenigstens nur teilweise in Lésung gehen. 


') Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 152, S. 249 (1926). Unser 
Vergleich bezieht sich in erster Linie auf die von uns eingehend unter- 
suchte Unterhefe H und Oberhefe R. 

*) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 117, S. 28 (1925). Euler, 
Myrbick u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 144, S.137 (1925). Fink u. 
Kuler, Diese Zs. Bd. 163, S. 193 (1927). 
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Interessant ist in diesem Zusammenhang das verschiedenartige 
Verhalten der beiden Hefen bei der alkalischen Girung.') Bei 
Py = 8 ist die Girgeschwindigkeit bei den frischen Hefen sowie 
bei der Trockenoberhefe nicht herabgesetzt, wihrend die 
T'rockenunterhefe ihr Garvermégen ganz eingebiiBt hat, Dies 
deutet vielleicht darauf, daB durch die Bindung am Plasma 
gewisse Stoffe geschiitzt werden. 

In letzter Zeit ist von Kuler und Fink?) die Beob- 
achtung gemacht worden, daB beim Trocknen die Unterhefe H 
zum gré8ten Teil ibr Cytochrom verliert, wihrend in der Ober- 
hefe der Gehalt an Cytochrom nach dem Trocknen fast un- 
verandert ist. Da wir annehmen wollen, daB die Atmung der 
Hefe, wenigstens zum grofem Teil, titber Cytochrom als Oxy- 
dationskatalysator geht, haben wir Atmung und Methylenblau- 
reduktion fiir Hefen mit verschiedenem Cytochromgehalt ver- 
gleichend untersucht. 


Versuchsreihe VI. 
Zuerst wurde die Atmungsgeschwindigkeit bei zwei frischen 


Hefen untersucht. 
Hefesusp.: 0,5 g¢ Hefe +5eccem 0,3mol. Phosphat py, = 5,04 + 5 cem 
Wasser. 
Zu jeder Probe 3 cem dieser Suspension. 
Tabelle 20. 


Atmungsversuch. cem O,. Frische Oberhefe R. 





Minuten 1 2 











15 0,130 0,131 
30 0,089 0,087 
60 0,133 0,133 
90 0,105 0,106 
120 0,082 0,084 
150 0,072 0,073 
180 0,058 0,059 





= | o669 | 0,673 
Die frische Oberhefe R hatte 26,6°/, Trockengewicht. 





1) Euler, Myrbick u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 144, S. 137 (1925). 
2) Euler, Fink u. Hellstrém, Diese Zs. Bd. 168; im Druck. 
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Tabelle 21. 


Atmungsversuch. ccm CQ,. 
Frische Unterhefe H. 














Minuten 1 2 
30 0,146 0,136 
60 0,141 0,150 
90 0,136 0,134 
120 0,148 0,157 
150 0,148 0,142 
180 0,158 0,152 


Ss | 0875 | 0,870 


Aus den Versuchen sieht man also, daB das Atmungs- 
vermégen der frischen Unterhefe etwa gleich groB ist wie das 
der frischen Oberhefe. 


Aus den oben gepriiften Hefen wurden Lufttrockenpriparate 
dargestellt. 


Prifung der Trockenoberhete Rh. 


Hefesusp.: 0,3 ¢ Trockenoberhefe R +6cem 10°/,ige Phospatlésung 
Pu = 6,3 + 18 eem Wasser. 
Von dieser Suspension 3 ccm zu jeder Probe. 


Tabelle 22. 


Atmungsversuch. ccm Q,. 














Minuten 1 2 
30 0,163 0,159 
60 0,073 0,069 
90 0,068 0,066 
120 0,054 | 0,049 


S | ost | 0,342 


Priifung der Trockenunterhefe H. 


Hefesusp.: 1g Trockenunterhefe H + 3cem 10°/,ige Phosphatlésung 
Po = 6,38 + 9 cem Wasser. 
Von dieser Suspension 3 ccm zu jeder Probe. 
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Tabelle 23. 


Atmungsversuch. cem Q,. 











Minuten 1 2 
30 0,036 0,046 
60 0,041 0,046 
90 0,037 0,046 
120 0,021 0,026 
150 0,046 0,047 
180 0,033 0,031 





S | o24 | oe 


Die Atmungsgeschwindigkeit bei der Unterhefe ist also 
durch das Trocknen stark geschwicht worden. Obwohl die 
Trockenunterhefesuspension 6—7 mal stirker ist als die Trocken- 
oberhefesuspension, ist die Atmung der Unterhefesuspension 
erheblich schwicher. 

Der EinfiuB des Trocknens auf die Atmungsgeschwindig- 
keit bei der Oberhefe R wurde nochmals gepriift. 


Priifung der frischen Hefe. 


Hefesusp.: 1g Hefe + 10cem 0,3 mol. Phosphat p,, = 5,14 + 10 cem 
Wasser. 
Von dieser Suspension 3 ecm zu jeder Probe. 


Tabelle 24. 


Atmungsversuch. cem Q,. 








Minuten 1 2 3 4 
15 0,125 0,121 0,127 0,147 
30 0,084 0,079 0,089 0,094 
45 0,076 0,073 0,076 0,080 
60 0,062 0,059 0,065 0,069 
15 0,056 0,054 0,058 0,059 
90 0,052 0,048 0,052 0,055 
120 0,098 0,092 0,096 0,094 
150 0,075 0,072 0,078 0,078 
180 0,073 0,069 0,072 0,074 














> 0,695 0,667 0,714 0,750 











z 
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Priifung der Trockenhefe. 


Von der zu vorigem Versuch benutzten, frischen Oberhefe 
wurde ein Lufttrockenpriparat dargestellt. 


Hefesusp.: 0,2 g¢ Hefe+4ccem 10°/,ige Phosphatlésung py = 6,3 + 
12 com Wasser. 
Von dieser Suspension 3 cem zu jeder Probe. 


Tabelle 25. 


Atmungsversuch. ecm Q,. 











Minuten 1 2 
15 0,083 0,085 
30 0,071 0,063 
60 0,068 0,073 
90 0,091 0,094 
120 0,072 0,075 
150 0,062 0,064 
180 0,066 0,065 





= | 0513 | 0,517 


Die frische Oberhefe hatte ein Trockengewicht von 35,3°/.. 

Wenn man fiir die Oberhefe R die Atmungsgeschwindig- 
keit pro Gewichtseinheit Trockengewicht berechnet, erhilt man 
fiir die frische Hefe und fiir das Trockenpriparat etwa den- 
selben Wert. Es muB hier jedoch bemerkt werden, daB die 
Versuche mit frischer Hefe und die mit Trockenhefe nicht bei 
derselben Aciditait ausgefiihrt sind. 


Versuchsreihe VII. 


Die Trockenunterhefe hat nach unseren Versuchen also 
im Vergleich zur Trockenoberhefe eine sehr schwache Atmung. 
Die selektive Lichtabsorption ist, wie erwihnt, bei Trocken- 
unterhefe im Vergleich zur Trockenoberhefe gering. Eine 
Trockenunterhefe H wurde ausgewaschen. Die ausgewaschene 
Hefe wurde auf Glasscheiben sehr diinn aufgestrichen und an 
der Luft getrocknet. Dieses Trockenpraparat zeigte keine 
selektive Lichtabsorption. Zu den Cytochrombestimmungen 
kommen wir am SchluB dieses Abschnittes zuriick. 
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Hefesusp.: 1 g ausgewaschene Hefe + 5 cem 0,3 mol. Phosphat py = 7,53 
+ 5 eem Wasser. 
Co-Zymase: Verdiinnung 1:2. Zymophosphat: Nicht verdiinnt. 


Tabelle 26. 
Mb-Versuch. 








Nr. 1 cem Hefesuspension + 0,5 cem Mb + Entfirbungezeit 
(Min.) 
1. 2. |0,5 eem Co-Zymase + 0,5 eem Wasser 58 59 


8. 4. 10,5 eem Zymophosphat + 0,5 cem Wasser Nach 4 Stdn. 
stark gef. 








5. 6. [0,5 eem Co-Zym. + 0,5 eem Zymophosph. 4,0 4,0 


Tabelle 27. 


Atmungsversuch. cem Q,. 


























1 ecm Hefesuspension + 
ee | r __ 0,5eem Zymophosph. 
Minuten 0,5 eem Co-Zymase he rae ee + 0,5 eem Co- 
, . | phosphat + 1cem_, : ‘ | 
+ 1c¢cem Wasser ; Zymase + 0,5 ecm 
Wasser | . 
Wasser 
30 0,003 | 0,006 0,006 0,004 0,014 0,015 
60 0,000 | 0,000 0,000 0,000 | 0,004 0,010 
90 0,001 | 0,005 0,000 0,000 | 0,005 0,010 
| 
120 0,006 | 0,006 0,002 0,003 | 0,009 0,013 
150 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,006 0,010 








p> | 0,010 | ; 0,016 | 0,008 | 0,007 | 0,037. 0,058 


Obwohl die Reduktionswirkung gegeniiber Methylenblau 
sehr stark ist, wird auch, in Gegenwart von Co-Zymase und 
Zymophosphat, fast gar keine molekulare Sauerstoffabsorption 
erreicht. 


Ganz anders liegen die Verhiiltnisse bei der cytochrom- 
haltigen Trockenoberhefe R. 


Hefesusp.: 1,2 g Trockenoberhefe R + 8 ecm 0,3 mol. Phosphat + 8 ecm : 
Wasser. 


Co-Zymase und Zymophosphat wie im vorigen Versuche. 
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Tabelle 28. 
Mb-Versuch. 














Nr. 1 cem Hefesusp. + 0,5 eem Mb + Randi Retmngeeett 
(Min.) 
1. 2. |1eem Wasser 8,0 8,0 
38. 4. |0,5 cem Zymophosph. + 0,5 ecm Wasser 3,75 3,75 
5. 6. 10,5 eem Co-Zymase + 0,5 com Wasser 325 3.25 
7. 8. |0,5 cem Zymophosph.+ 0,5 cem Co-Zym. 2,25 2,00 





Tabelle 29. 


Atmungsversuch. eem Q,. 











1 eem Hefesuspension + 0,5 cem Wasser 
Minuten 0,5 ecm Zymo- 0,5eem Zymo- 
1 cem Wasser phosphat+0,5 cem  phosphat+0,5 cem 
Wasser Co-Zymase 

15 0,080 0,084 0,112 0,096 | 0,126 0,136 
30 0,096 | 0,096 0,114 0,102 | 0,126 0,128 
45 0,095 0,096 0,107 0,097 | 0,115 0,116 
60 0,105 0,106 | 0,115 0,105 0,118 0,124 
15 0,094 0,093 | 0,101 0,094 0,104 0,111 
90 0,090 0,050 0,114 0,100 0,114 O.117 
105 0,095 0,094 | 0,112 0,101 | 0,112 0,114 
120 0,094 0,095 | 0,112 0,105 | 0,111 0,113 
135 0,094 0,095 | 0,111 0,100 | 0,103 0,107 
150 0,089 | 0,092 | 0,112 0,103 | 0,101 0,102 
165 0,081 0,083 | 0,103 0,092 | 0,090 0,090 
180 0,079 0,082 | 0111 0,097 | 0,091 0,087 
P 1,089 1,105 | 1,321 1,190 | 1,810 | 1,844 


In Proben, die bei dem Mb-Versuch in 8 Minuten ent- 
lirbt werden (1 und 2) wird eine molekulare Sauerstoffabsorption 
von etwa 0,36 ccm O,/Stunde erhalten. Bei der Trocken- 
unterhefe wurde in Proben mit einer doppelt so groBen 
Methylenblaureduktionsgeschwindigkeit (4 Minuten) eine mole- 
kulare Sauerstoffabsorption von nur etwa 0,02 ccm O,/Stunde 
erhalten. Wir kénnen hier also die sehr bemerkenswerte 
Tatsache feststellen, daB eine cytochromhaltige Hefe 
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eine ungleich viel starkere molekulare Sauerstoff- 
absorption zeigt als eine Hefe, in welcher Cytochrom 
nicht spektroskopisch nachweisbar war, aber die 
gegeniiber Methylenblau eine gréBere Reduktions- 
geschwindigkeit besitzt. 

Durch Zymophosphat und Co-Zymase wurde fast keine 
Aktivierung der Atmungsgeschwindigkeit erreicht. Dies ist 
vielleicht so zu deuten, daB das Cytochrom in so kleiner 


Menge vorkommt, das schon das Brennmaterial, das von der 


Hefe ohne Zusatz von Co-Zymase und Zymophosphat pro- 
duziert wird, gegeniiber Cytochrom in Uberschuf ist. Es ist 
wohl auch méglich, daB das Cytochrom durch die Bindung 
am Plasma wenig reaktionsfihig gegeniiber iuferer Zusiitze 
wird. Wir haben jedoch versucht, durch Zufiigung eines 
groBen Uberschusses von Brennmaterial eine kleine Akti- 
vierung zu erreichen. Das Brennmaterial wurde in unserem 


Versuch durch ‘Trockenunterhefe aus Zymophosphat__ pro- 


duziert. 


Hefesusp. 1: 1g ausgewaschene Trockenunterhefe + 5:cem 0,3 mol. 


Phosphat py = 7,53 + 5 cem Wasser. 
2: 1g Trockenoberhefe R + 16 cem Wasser. 


”? = 


Zymophosphat und Co-Zymase wie im vorigen Versuch. 


Tabelle 30. 
Mb-Versuch. 














‘ Entfirbungs- 
. ry 
Nr. 0,5 eem Mb + zeit (Min.) 
1. 2. | 1 eem Hefesuspens. 1. + 0,5 eem Zymophosphat 
+ 0,5 cem Co-Zymase + 0,5 cem Wasser . . 4,0 4,0 
8. 4. | 0,5 eem Hefesuspension 2. + 0,5 cem Puffer + 
0,5 cem Zymophosphat + 0,5 eem Co-Zymase + 
0,5 cem Wasser a oe ee 7,25 17,0 
5. 6. | 1 eem Hefesusp. 1. + 0,5 cem Hefesusp. 2. + 
0,5 cem Zymophosphat + 0,5 ceem Co-Zymase 3,5 3,0 





Wittietinuce. 
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Tabelle 381. 


Atmungsversuch. ecem Q,. 








0,5eem Zymophosphat + 0,5 5eem Co- amemens 5eem sition -- 

Minuten Leem Hefesusp. 1 0,5 cem Hefe ‘susp. 2} 1 cem n Hefesusp. 1 
+ 0,5 cem | +0,5cem Puffer + 0,5 cem 

Wasser | + 0,5 cem Wasser | Hefesuspension 2 
30 0,015 | 0,018 0,079 0,067 | 0,108 | 0,111 
60 0,008 | 0,008 0,072 0,067 | 0,087 0,097 
90 0,017 0,015 0,066 | 0,054 | 0,099 0,098 
120 0,016 | 0,014 0,053 | 0,047 | 0,085 | 0,085 
150 0,007 0,007 0,043 0,043 | 0,071 0,074 
180 0,011 | 0,011 0,054 | 0,054 0,083 | 0,082 
210 0,004 0,005 0,050 0,053 0,074 0,077 

' = 














240 0,012 0,011 0,061 0,060 | 0,083 | 0,080 
| 
l 


= | 0,090 | 0,088 | 0,480 0,444 | 0,689 | 0,703 


Kine kleine, iiber die Summe der beiden Atmungs- 
ceschwindigkeiten hinausgehende Aktivierung wurde konstatiert. 


Versuchsreihe VIII. 


Durch die ausgezeichnete Arbeit von Keilin!?) ist gezeigt 
worden, da’ Cytochrom nach Zusatz von HCN ihre Oxydo- 
Reduktionseigenschaften verliert, was daraus hervorgeht, dab 
es nicht mehr wechselweise in die oxydierte und die redu- 
zierte Korm iibergefiihrt werden kann. Kéoénnen wir jetzt 
nachweisen, daB durch HCN die molekulare Sauerstofi- 
absorption gehemmt wird, obwohl durch die Reduktase Brenn- 
material in geniigender Menge produziert wird, so gewinnt die 
Theorie an Wahrscheinlichkeit, da die Reduktase Brenn- 
material schafft, das dann iiber das Cytochrom oxydiert wird. 

Die Versuche wurden bei p,, = 6,12 ausgefiihrt. In der 
Reaktionsmischung kommt also freie Blausiure vor. Die Kon- 
zentration der zu den Versuchen benutzten KCN-Liésung war 
D,10-* mol. In den Reaktionsmischungen war die Konzen- 
tration von KCN 1074 mol. 

apmagonyyan und Co-Zymase wie im vorigen Versuch. 


) Keilin, Proce. Roy. Soc. Bd. 98, S. 312 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXIX. 10 
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Co-Zymase—Zymophosphatmischung aus gleichen Teilen 
Co-Zymase und Zymophosphat. 
Hefesusp. 1: 1,2 g Trockenoberhefe R + 8 ecm 5°/,ige Phosphat- 
lésung pq = 6,12 + 8 cem Wasser. 
- 2: 1,2 g Trockenoberhefe R + 8 ecm 5°/,ige Phosphat- 
lésung py = 6,12 + 8 eem KCN-Léosung. 
Die Hefesuspensionen wurden gleichzeitig bereitet und 
standen 1 Stunde unter Umschiitteln, bevor sie in die Reaktions- 
mischungen gelangten. 


Tabelle 382. 
Mb-Versuch. 





- Entfiirbungszeit 
Nr. | 1 eem Co-Zymase — Zymophosphatmischun i a 
—— i ti g + Minuten 
1. 2. 1 eem Hefesuspension 1 2,0 2,0 
3. 4. 1 cem = 2 2,0 2,0 








Das Reduktionsvermégen gegeniiber Methylenblau wird 
durch Zusatz von KCN nicht beeinfluBt, woraus zu schlieBen 
ist, daB die Enzyme, durch deren Tatigkeit das Brennmaterial 
entsteht, durch Zusatz von KCN nicht vergiftet werden. 


Tabelle 33. 


Atmungsversuch. ecem Q,. 

















1 eem Co-Zymase—Zymophosphat + 0,5 cem Wasser + 
Minuten micieal ee eee: eee oan 

1 cem Hefesuspension 1 | 1 cem Hefesuspension 2 
15 0,134 | 0,136 | 0,099 0,093 
25 0,105 0,116 0,031 0,032 
85 0,097 0,114 0,021 0,021 
45 0,090 0,114 0,024 0,024 
55 0,080 — 0,106 0,028 0,028 
65 0,076 | 0,102 0,027 0,027 
15 0,076 | 0,103 0,029 0,029 
85 0,085 0,103 0,034 0,034 
95 0,084 | 0,097 0,032 0,032 
105 0,083 0,055 0,036 0,037 





= | 0,776 0949 | 0262 | 0,264 
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Durch den Zusatz von KCN wird die Atmung bis zu 
etwa 70°/, gehemmt. Die bereits bekannte Tatsache, dab 
Cytochrom durch HCN inaktiviert wird, kombiniert mit der 
Beobachtung, daB durch den KCN-Zusatz die Reduktase un- 
beeinfluBt ist, gibt eine gute Stiitze fiir die Annahme, daf 
die Atmungshemmung lediglich der Vergiftung der Oxydations- 
katalysatoren zuzuschreiben ist. 

Wenn die Reaktionsmischungen nicht Uberschu8 von 
Co-Zymase enthalten, stellen sich jedoch die Verhiiltnisse 
etwas anders dar. 


Zymophospat: Verdiinnung 1:2. Die anderen Reagentien wie vorher. 
Inkubationszeit 1 Stunde. 


Tabelle 34. 
Mb-Versuch. 








Entfirbungszeit 
1. 1 ecem Zymophosphat + 0,5 eem Mb 
” ge ne nT eee Minuten 
1. & 1 cem Hefesuspension 1 10,0 11,5 
a. 4 1 cem 9 2 18,5 19,0 








Wie ersichtlich, ist die Reduktionsgeschwindigkeit durch 
die Behandlung mit KCN um etwa 50°/, vermindert worden. 

Zu dieser Erscheinung wollen wir folgende Deutung geben: 
Durch die Vorbehandlung der Hefe in KCN-Lésung wird das 
ytochrom durch Blockierung des Eisenatoms im Sinne 
Warburgs vergiftet. Die Co-Zymase wird teilweise inaktiviert. 
Die Reduktase aber wird von HCN nicht angegriffen, da bei 
Zusatz von Co-Zymaseiiberschu8 in den Reaktionsmischungen 
die Reduktionszeit unveriindert bleibt. Der Umstand, daB die 
Co-Zymase nur teilweise inaktiviert wird, kann auf verschiedene 
Weisen gedeutet werden. Erstens durch die Annahme, dab 
HCN nicht in geniigender Konzentration vorhanden ist. 
Aweitens, daB die Reaktion zwischen Co-Zymase und HCN 
eine Zeitreaktion ist oder eine Gleichgewichtslage hat. in 
diesem Zusammenhang ist von Interesse, da& unsere hoch- 
gereinigten Co-Zymasepriiparate sehr starke Pentosereaktion 


10* 
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geben. Der Gedanke an einer Cyanhydrinsynthese liegt hier 
nahe. Vergiftungsversuche mit anderen, typischen Aldehyd- 
reagentien sollen spiter ausgefiihrt werden. 


Tabelle 35. 


Atmungsversuch. cem Qy,, 





1 eem Zymophosphat + 0,5 cem Wasser + 

















Minuten — 
1 cem Hefesuspension 1 1 eem Hefesuspension 2 
20° 0,091 0,095 0,041 | 0,024, 

30 0,042 0,045 0,012 | 0,010 
60 0,128 0,181 0,023 | 0,023 
90 0,130 0,139 0,030 | 0,033 
120 0,131 0,145 0,032 0,038 
150 0,119 | 0,127 0,040 0,044 
= | of80 [| ee 0,178 | 0,172 


Durch folgenden Versuch werden die Verhiltnisse bei der 
Cytochrom- und der Co-Zymasevergiftung noch klarer be- 


leuchtet. 


Co-Zymase: 
Zy mophosphat: 


Dialysat von Hefekochsaft. 
Verdiinnung 1: 2. 


Co-Zymase—Zymophosphatmischung aus gleichen ‘Teilen 
Zymophosphat (nicht verdiinnt) und Co-Zymase. Die sonstigen 
Reagentien wie vorher. 

Inkubationszeit 1 Stunde. 


Tabelle 36. 




















Mb-Versuch. 
ry it 
Nr. 0,5 cem Mb + Entfirbungszei 
Minuten 
1, 2. | leem Hefesusp. 1 + 1eem Zymophosphat 11,5 11,0 
3. 1 ccm s 2 +1¢ecm * 20,75 21,5 
5. 1 cem ‘i 1+1¢ecm Co-Zymase- 
Zymophosphat 2,75 3,0 
7. 8. | 1cem Hefesusp. 2 + 1cem Co-Zymase- 
Zymophosphat . . 3,25 3,25 
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Bei UberschuB von Co-Zymase also keine Inaktivierung. 
Ist in den Reaktionsmischungen nicht Co-Zymase in Uberschub 
zugesetzt worden, so tritt wie im vorigen Versuch eine Hemmung 


der Reaktionsgeschwindigkeit mit etwa 50°/, ein. 


Tabelle 37. 


Atmungsversuch. cem Q,. 











1 cem Co-Zymase—Zymophosphat + 0,5 eem Wasser + 
Minuten a 

1 ecm Hefesuspension 1 : 1 cem Hefesuspension 2 
15 0088 | 0090 | «0,032 | 0018 
30 0,076 0,082 | 0,012 0,014 
45 0,069 | 0,075 | 0,007 | 0,014 
60 0,074 | 0,080 0,011 0,018 
15 0,078 | 0,083 | 0,017 0,022 
90 0,084 | 0,086 0,027 0,030 
105 0,087 | 0,089 0,030 0,034 
120 0,084 | 0,088 0,028 0,032 
135 0,081 0,083 0,028 0,033 
150 0,089 0,093 0,032 0,037 
z | os10 | ogsis |. og24 | 0,250 


Die groBe Atmungshemmung durch KCN-Zusatz bei 
UberschuB von Co-Zymase wurde also wieder bestiitigt. 

Um den Vergleich zwischen Atmung und Methylenblau- 
reduktion noch weiter durchzufiihren, wurden Proben von der 
Zusammensetzung 5—8 (Tab. 36) unter Durchschiitteln mit 
Luft 1 Stunde stehen gelassen. Dann wurde eyakuiert und 
Methylenblau zugesetzt. 


Tabelle 38. 
Mb-Versuch, 











Nr 0,5 eem Mb Entfarbungszeit 
Minuten 
i. § 1 cem Hefesusp, 1 + 1 cem Co-Zymase— 
Zymophoephat . . . 2. 1 2 et 3,25 3,25 
3. 4, 1 cem Hefesusp. 2 + 1 eem Co-Zymase— 
Zymophosphat . ........ 3,75 3,75 








ee 
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Diese Reduktionswerte sind also mit der Atmungs- 
geschwindigkeit nach 1 Stunde vergleichbar. 

Uber den Cytochromgehalt der von uns zu den Ver- 
suchen benutzten Hefen ist noch folgendes zu bemerken. Wie 
eingangs erwihnt wurde, ist von Kuler und Fink gezeigt 
worden, daB die frischen Hefen, sowohl Ober- als Unterhefen, 
cytochromreich sind. Von den Trockenhefen zeigt die T'rocken- 
oberhefe R eine selektive Lichtabsorption von etwa derselben 
Intensitaét wie eine gleichstarke (auf Trockengewicht berechnet) 
Suspension der frischen Hefe. Die Trockenunterhefe H zeigt 
dagegen nur sehr schwache Absorptionsstreifen. Die in den 
Versuchsreihen VII und VIII benutzte Trockenoberhefe R, 
sowie das Trockenpriiparat von ausgewaschener 'Trockenunter- 
hefe H haben wir, mit der freundlichen Mitwirkung von 
Dr. H. Fink, auf Cytochrom mit folgendem Resultat gepriitt: 

Trockenoberhefe R. Die Bestimmung wurde in einer 
Suspension von 1 g Trockenhefe + 5,8 com Wasser ausgefiihrt. 
Sehr starke selektive Lichtabsorption etwa entsprechend den 
Cytochromgehalt einer normalen, frischen Oberhefe R. Das 
Oxydations-Reduktionsphinomen konnte mit Luft und mit 
Wasserstofisuperoxyd wiederholt ausgefiihrt werden. 

Trockenpriparat von ausgewaschener ‘Trocken- 
unterhefe H. Die Bestimmung wurde in einer Suspension 
von 1 g Trockenpraparat + 5,8 com Wasser ausgefiihrt. Voll- 
kommen kontinuierliches Spektrum, keine Absorptionsstreifen. 
Der Cytochromgehalt also noch niedriger als in einer gewohn- 
lichen Trockenunterhefe H. Nach Schiitteln mit Luft oder 
Zusatz von Wasserstofisuperoxyd war das Spektrum nicht ver- 
iindert worden. 

Als Resultat ergab sich eine sehr weitgehende Parallelitit 
zwischen Atmungsvermégen und Cytochromgehalt der Hefe. 
Wurde das Cytochrom irgendwie zerstért, sei es durch Trocknen 
der Hefe oder durch Vergiftung mit HCN, so verlor die Hefe 
auch das Vermégen, molekularen Sauerstoff zu absorbieren, 
obschon die Reduktase noch wirksam war, da die Hefe gegen- 
iiber Methylenblau noch volle Reduktionsfihigkeit besaB. 

Méglicherweise kann auf Grund der Blausiiurevergiftungen 
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eine einfache Methode zur Bestimmung des Cytochroms aus- 
gearbeitet werden, entsprechend Warburgs Vorschlag zur 
Bestimmung katalytisch aktiver Kisenatome. Man werde dann 
die kleinste HCN-Konzentration ermitteln, welche maximale 
Hemmung der Atmung hervorruft. Ob zwischen Cytochrom- 
vergiftung und HCN-Konzentration Parallelitit vorliegt, mu 
natiirlich zuerst durch Vergleich mit der photometrischen Cyto- 
chrombestimmungsmethode untersucht werden. 


8. Hamoglobin als Oxydationskatalysator. 

Zu unseren Versuchen wurde ein Oxyhimoglobinpraparat 
benutzt, das von Herrn Assistenten Th. Lévgren dargestellt 
war. Frisches QOchsenblut wurde durch Zentrifugieren und 
Waschen mit physiol. Kochsalzlésung von Serum befreit. 
Dann wurde ausgeiithert und der Ather durch einen Luftstrom 
weggeblasen; zuletzt wurde tiber Nacht dialysiert. 

Wir haben zuerst einen Versuch gemacht, die Produkte, 
die aus Zymophosphat durch die Wirkung der Hefereduktase 
entstehen, iiber Hiimoglobin als Oxydationskatalysator zu oxy- 
dieren. Als Reduktase haben wir unsere cytochromfreie, aus- 
cewaschene ‘l'rockenunterhefe H benutzt. 


Versuchsreihe IX. 
Hefesusp.: 1g ausgewaschene Trockenunterhefe H (Trockenpriiparat) 
+5cem 5°/,ige Phosphatlésung p,;;=6,12+5 cem Wasser. 
Zymophosphat: Verdiinnung 1: 2. 
Co-Zymase: Dialysat von Hefekochsaft. 
Von der Wirksamkeit der Reduktase haben wir uns durch 
folgenden Versuch iiberzeugt. 


Tabelle 39. 
Mb-Versuch. 











: Entfirbungszeit 
Nr. 1 ccm Hefesuspension + 0,5 cem Mb + ore 
Minuten 

1. 2. | 0,5 cem Zymophosphat-+-0,5 eem Wasser Keine Entfirbung 
3. 4. | 0,5 eem a +0,5 ecm Co-Zymase 5,0 5,0 





| 
| | 
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Tabelle 40. 


Atmungsversuch. ccm Q,. 





1 cem Hefesuspension + 0,5 cem Zymophosphat + 

















Minuten | 0,5 cem Himo- | 0,5 cem 0,5 ecm 

globin + 0,5 ccm | Co-Zymase +0,5cem ; Co-Zymase +0,5 cem 

Wasser | Wasser | Himoglobin 

30 0,000 | 0,000 | 0,007 | 0,010 | 0,008 — 0,010 
60 0,003 | 0,003 0,000 0,000 | 0,004 | 0,068 
90 0,003 | 0,003 | 0,006 | 0007 | 0,012 | 0,014 
120 0,000 |; 0,000 0,003 | 0,005 | 0,008 0,010 
S | 0,006 | 0,006 | 0,016 | 0,022 | 0,032 | 0,041 


Wenn durch Hiimoglobinzusatz eine Aktivierung eintritt, 
so ist sie jedenfalls nicht erheblich. Da wohl anzunehmen 
ist, daB Hamoglobin hier nicht der natiirliche Oxydations- 
katalysator ist, haben wir im folgenden mit Muskel- und 
Leberextrakten gearbeitet. 

Der Kinflu8 von zugesetzter Milchsiure wurde untersucht. 

Puffer: 5°/,ige Phosphatlésung py = 6,12. 
0,5 mol. K-Lactatlésung. 


Tabelle 41. 
Mb- Versuch. 





Nr 1 cem Muskelextr. + 0,5 cem Puffer + Entfirbungszeit 
we 0,5 cem Mb + Minuten 

A 0,5 cem Wasser 61 

2. 0,5 ecm K-Lactat 42 








Durch Zusatz von K-Lactat wurde also keine erheb- 
liche Aktivierung der Methylenblau-Reduktionsgeschwindigkeit 
erreicht. 

Dagegen rief Himoglobinzusatz eine mit der Zeit immer 
groBer werdende Aktivierung hervor. EKinfiluB einer Infektion 
ist hier nicht ganz ausgeschlossen, aber wenn die Atmung 
in diesem Versuch durch Infektion zustande kommt, wirkt 
das Hiamoglobin jedenfalls als Oxydationskatalysator auf die 
durch die Infektion gebildeten Stoffe. DaB das Himoglobin- 


bad 
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priparat irgendwie die Infektionsgefahr erhéhen sollte, finden 
wir unwahrscheinlich, da unsere Oxyhimoglobinlésung 1 Woche 
nach diesem Versuch noch nicht infiziert war. Durch Zusatz 
von K-Lactat wurde keine Aktivierung erreicht. 


Tabelle 42. 


Atmungsversuch. ccm Q,. 














1 ccm Muskelextrakt + 0,5 eem Puffer + 
Minuten | 0,5 cem LHiimo- | 0,5 cem | 0,5 ccm 
globin + 0,5 eem | K-Lactat + 0,5 cem | K-Lactat +0,5 cem 
Wasser | Wasser Himoglobin 
30 0,020 0,014 0,014 0,010 0,014 0,015 
60 0,006 0,006 0,000 0,002 0,005 0,006 
90 0,006 0,009 0,602 0,004 0,009 0,010 
120 0,008 0,010 0,000 0,002 0,008 0,010 
150 0,004 0,009 | 0,000 0,000 0,005 0,010 
180 0,011 0,016 0,000 0,000 0,004 0,013 
210 0,012 0,018 0,060 0,000 0,015 0,016 
240 0,026 0,027 0,000 0,000 0,028 0,027 
270 0,037 0,036 0,006 0,006 0,036 0,037 
300 0,045 0,048 0,005 0 005 0,042 | 0,043 
33 0,051 0,057 0,000 0,000 0,044, | 0,047 
360 0,061 0,068 0,000 0,000 0,054 | 90,059 
= | 0,287 | 0,319 | 0,026 | 0,028 | 0,263 | 0,293 


Mit einem Extrakt aus frischer Rattenleber haben wir 
folgenden Versuch angestellt: 

Puffer—Co-Zymase aus gleichen 'T'eilen 10° 
lésung p,, = 6,12 und Dialysat. 

KCN-Loésung 5,107* mol. 


/,ige Phosphat- 


Tabelle 43. 
Mb-Versuch. 








Nr 1 cem Leberextrakt + 0,5 eem Puffer- Entfairbungszcit 
Co-Zymase + 0,5 cem Mb + (Min.) 

1. & 0,5 cem Wasser 1,5 1,5 

3. 4, 0,5 eem KCN-Lésung 1,5 1,25 








Also keine Inaktivierung durch HCN. 
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Tabelle 44. 


Atmungsversuch. cem Q,. 
































1 ecm Leberextrakt + 0,5 cem Puffer-Co-Zymase + 
Minuten  0,5-cem Hamoglobin 0,5 cem Himoglobin 

Jcem Wasser (*’ .. | 6 0,5 com KCN- 

| + 0,5 cem Wasser Lisung 
15 0,034 0,035 | 0,049 0,049 | 0,058 0,050 
30 0,023 0,026 | 0,040 0,042 | 0,043 0,042 
60 0,044 0,049 0,087 0,088 — 0,091 0,088 
90 6,052 0,055 | 0,099 0,104 | 0,100 0,104 
120 0,051 | 0,055 0,109 0,113 | 0,107 0,110 
150 0,051 | 0,055 0,123 | 0,181 0,125 0,126 
165 0,029 0,030 0,074 0,080 0,075 0,075 
180 0,021 | 0,028 0,074 | 0,078 0,074 0,074 
195 0,029 0,029 | 0,091 | 0,092 0,090 0,088 
210 0,011 |; 0,016 | 0,083 | 0,090 0,082 0,083 
= | 0,345 | 0,372 | 0,826 | 0,866 | 0,839 | 0,889 


Durch Zusatz von Oxyhimoglobin tritt sogleich eine nicht 
unbetrachtliche Aktivierung ein. Durch HCN wurde keine 
Hemmung erreicht. Vielleicht wird jedoch die kleine Blausiiure- 
menge von den in dem sehr konzentrierten Leberextrakt vor- 
handenen Stoffen aufgenommen. Weitere Versuche mit gréBeren 
Konzentrationen von HCN miissen noch ausgefiihrt werden. 


9. Kiinstliche Oxydationskatalysatoren. 

Wie schon eingangs erwahnt wurde, wollen wir die Ver- 
schiedenheiten, die zwischen Methylenblaureduktion und Ad- 
sorption molekularen Sauerstoffs vorliegen, dadurch erkliren, dati 
bei den Methylenblauversuchen immer ein Oxydationskatalysator, 
nimlich Methylenblau vorhanden ist. In einigen Versuchen, 
wo die Atmung zufolge Abwesenheit des natiirlichen Oxydations- 
katalysators ausbleibt, haben wir versucht diesen letzteren 
durch Methylenblau zu ersetzen. 

Mit dem in Versuchsreihe V 8S. 136 benutzten Leberextrakt, 
der zum gréSten Teil seinen Oxydationskatalysator verloren 
hatte, haben wir die Bernsteinsiureveratmung durch Zusatz 
von Methylenblau katalysiert. 
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Lésung 1: 0,5 eem Co-Zymase + 4,5 cem Wasser. 


Lésung 2: 0,5 cem Co-Zymase + 4,5 ecm Na-Succinatlisung. 
Puffer: 0,3 mol. Phosphat p,, = 7,53. 


Tabelle 45. 


Mb-Versuch. 





Ni 1 com Leberextrakt + 0,5 eem Puffer + Kntfirbungszeit 
aNl. 
0,5 cem Mb + (Min.) 
1. 2. 0,5ecm Lésung 1 6,5 6,75 
3. 4. 0,5 ecm ms 2 3,9 3,75 








Die Methylenblaureduktion wird also durch Succinatzusatz 
recht stark (etwa zweifach) aktiviert. 


Tabelle 46. 


Atmungsversuch. ccm Q,. 




















1 ccm Leberextrakt + 0,5 cem Puffer + 

eastiee 0,5 cem Lésung 1 0,5 cem Liésung 2 0,5 eem Lésung 3 
+ 0,5 cem Wasser + 0,5 cem Wasser +-0,5 cem Mb 
30 0,064 0,067 | 0,077 0,060 0,097 | 0,100 
60 0,028 0,028 | 0,045 | 0,039 | 0,073 | 0,076 
90 0,007 0,011 0,022 0,023 | 0,050 0,057 
120 0,011 0,012 | 0,028 0,024 0.052 0,053 
150 0,018 0,018 0,038 0,030 0,060 0,060 
180 0,012 0,012 0,033 0,031 0,053 | 0,059 
S | 0140 | 0148 | 0,243 | 0,207 | 0,884 | 0,404 


Wie ersichtlich wird durch Methylenblauzusatz die Atmungs- 
geschwindigkeit nahe verdoppelt. 

Es wurde versucht die Succinatverbrennung durch Eisen 
zu katalysieren. Der Leberextrakt aus frischen Rattenlebern 
dargestellt. 

FeCl,-Lisung: 0,25 g¢/1000 cem. Puffer: 0,3 mol. Phosphat py = 7,53. 
Lésung 1: 1 cem Co-Zymase + 4 cem Wasser. 
Lisung 2: 1 cem Co-Zymase -+ 4 cem Na-Succinat. 
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Tabelle 47. 
Mb-Versuch. 



































Nr 1 cem Leberextrakt + 0,5 cem Puffer + | Entfarbungezeit 
0,5 cem Mb + (Min.) 
2. | 0,5 eem Loésung 1 5,5 5,75 
3. 4 0,5 cem - 2 3,5 3,75 
5. 6. | 0,5 eem os 1 + 0,5 cem FeCl, 6,0 6,5 
i. = 0,5 cem 9 2 + 0,5 com FeCl, 8,5 8,75 
Tabelle 48. 
Atmungsversuch. cem Q,. 
1 ccm Leberextrakt + 0,5 cem Puffer + 
annaten 0,5 cem Lésung 1 | 0,5 eem Lésung 2 | 0,5 ecm Losung 3 
+ 0,5 eem FeCl, | + 0,5 cem Wasser | + 0,5 ccm Fetl, 
15 0,042 | 0,044 | 0,089 | 0,088 | 0,097 | 0,091 
80 0,013 0,015 0,057 0,064 0,063 0,071 
60 0,013 0,014 | 0,122 0,120 0,134 0,133 
90 0,009 0,009 | 0,128 | 0,123 0,134 0,140 
120 0,009 0,009 0,140 | 0,128 | 0,148 0,149 
| 
150 6,000 0,000 | 0,183 | 0,126 | 0,142 0,151 
= | 086 | 0,090 | o¢69 | 0,648 | 0,711 | 0,733 


Kine deutliche Aktivierung wurde nicht erreicht, was wohl 
auch nicht zu erwarten war, da wie ersichtlich der natiir- 
liche Oxydationskatalysator noch in reichlicher Menge vor- 
handen war. ‘ 

Wir haben weitere Versuche gemacht, um ein geeignetes 
Enzymmaterial zu finden, bis jetzt jedoch ohne Erfolg. 


Gute Reduktasewirkung aber sehr schwache Atmung hatte, 
wie oben gezeigt, unsere ausgewaschene ‘T'rockenunterhefe H. 
Die Atmung haben wir durch Zusatz von Methylenblau akti- 
vieren kénnen. 


Hefesusp.: 1 g ausgewaschene Trockenunterhefe H (Trockenpriparat) + 
5eem 0,3 mol. Phosphatlésung py = 7,53 +5 cem Wasser. 
Co-Zymase: Verdiinnung 1: 2. 
Zymophosphat: Nicht verdiinnt. 
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Tabelle 49. 
Mb- Versuch, 











, . ‘ Entfirbungszeit 
Nr. 1 ccm Hefesuspension + 0,5 eem Mb + Bins 
(Min.) 
1. 2. {0,5 cem Co-Zymase + 0,5 com Wasser 61 62 
3. 4. |0,5cem Co-Zymase + 0,5 cem Zymophosph. 3.75 38,75 


Tabelle 50. 


Atmungsversuch. cem QO). 

















1 cem Hefesuspension + 0,5 cem Zymophosphat ++ 
Minuten ; Cae a PE Apia: SEE aE 
0,5cem Wasser | 0,5 ecm Co-Zymase | 0,5 cem Co-Zymase 

+ 0,5 cem Mb + 0,5 c¢em Wasser | + 0.5 eem Mb 

80 0,000 0,007 0,009 | 0,011 0,045 0,051 
60 0,000 | 0,000 0,004 | 0,009 0,033 | 0,039 
90 0,000 0,004 0,009 | 0,011 0,037 0,040 
120 0,005 0,005 0,011 | 0,014 0,038 0,040 
150 0,007 0,006 0,011 | 0,013 0,032 0,035 
180 0,010 0,008 0,017 | 0,017 0,035 0,037 
> 0,022 | 0,081 | 0,061 | 0,074 | 0,220 0,242 


Durch Zusatz von Methylenblau wurde eine etwa 3,5 fache 
Aktivierung der Atmungsgeschwindigkeit erreicht. Die Funk- 
tion der Co-Zymase bei der Atmung tritt in diesem Versuch 
klar zutage. In Abwesenheit von Oxydationskatalysator tritt 
keine Verbrennung ein. In Abwesenheit von Co-Zymase wird 
keine Atmung erreicht, weil dann aus Zymophosphat kein 
Brennmaterial geschaffen wird. 

In Gegenwart des natiirlichen Oxydationskatalysators wurde, 
wie folgender Versuch zeigt, durch Methylenblauzusatz keine 
Aktivierung erreicht. 

Hfefesusp.: 0,6 g Trockenoberhefe R + 8 cem 5 °/,ige Phosphatlésung 
Po = 6,12 + 8ecem Wasser. 

Co-Zymase—Zymophosphatmischung aus gleichen Teilen 

Dialysat und Zymophosphat. 
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Tabelle 51. 


Atmungsversuch. ecm Q,. 




















1 cem Hefesuspension + 1 eem Co-Zymase-Zymophosphat 
Minuten scala . 
0,5 eem Wasser | 0,5 eem Mb 
15 0,088 | 0,090 0,100 | 0,089 
30 0,076 | 0,082 0,068 | 0,076 
45 0,069 0,075 0,060 | 0,071 
60 0,074 0,080 | 0,068 | 0,076 
15 0,078 0,083 0,072 | 0,080 
90 0,084 | 0,086 0,080 | 0,086 
105 0,087 0,089 0,081 0,083 
120 0,084 0,088 | 0,081 | 0,083 
135 0,081 0,083 0,081 | 0,083 
150 0,089 0,093 | 0,091 | 0,092 
= | 0,810 | 0,848 | 0,782 =| 0,818 


Durch Reduktionsversuche wurde die Entfarbungszeit zu 
3 Minuten bestimmt. 


10. Zur Theorie der spezifischen Ox dationskatalysatoren. 


Das Oxydationspotential des Sauerstoffs ist gréBer als das 
des Methylenblaues. Von dieser Tatsache ausgehend hat man 
behaupten wollen, daB Methylerhleu auf das Vorhandensein 
von negativeren Gliedern in der Spannungskette kein all- 
gemeiner Indicator als der Sauerstoffko~sum sein kénnte. Man 
hat dabei jedoch iibersehen, daB die Reaktionsgeschwindig- 
keit keineswegs eine einfache und eindeutige Funktion des 
Oxydationspotentials ist. Soll ein Stoff an einen anderen Sauer- 
stoff abgeben, so ist es im allgemeinen eine notwendige aber nicht 
hinreichende Bedingung, daB das Oxydationspotential des ersten 
Stoffes gréBer ist als das des letzteren. Wir wollen sogleich 
ein Beispiel anfitihren: Unsere cytochromfreie Trockenunterhefe 
reduziert nach Zusatz von Co-Zymase und Zymophosphat selir 
energisch Methylenblau, aber zeigt fast keine molekulare Sauer- 
stoffabsorption. Durch Zusatz von Methylenblau kann die 
letztere aktiviert werden. Dies ist nur ein Spezialfall von der 
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allgemeinen Erscheinung der Oxydationskatalyse durch sauer- 
stoffiibertragende Stoffe. 

Von welchen LEigenschaften des Oxydationskatalysators 
wird die Reaktionsgeschwindigkeit bedingt? Erstens zerfillt 
die Oxydationskatalyse in zwei Phasen, die Reduktion des 
aufoxydierten Katalysators und die Aufoxydation des redu- 
zierten Katalysators. Es kann also von Bedeutung sein, wo 
in der Spannungskette zwischen dem Sauerstoff und dem zu 
oxydierenden Stoff der Katalysator liegt. Aber nicht einmal 
fiir die Reduktion des oxydierten Katalysators kennen wir die 
ausschlaggebenden Bedingungen. Es wurde oben nachgewiesen, 
daB die GréBe des Oxydationspotentials hieriiber nicht Auf- 
schluB zu geben vermag. Bez. der Umstiinde, die hier von 
Bedeutung sein kénnen, wollen wir auf die Konstitution der 
zu oxydierenden Stoffe und des Katalysators hinweisen. Kine 
gewisse Stiitze fiir diese Auffassung erhalten wir in den Ver- 
suchen mit Methylenblau als Oxydationskatalysator. Es hat 
sich herausgestellt, daB& Methylenblau als Oxydationskataly- 
sator von recht allgemeinc: Wirksamkeit ist. Die Reaktions- 
geschwindigkeit aber, ¢ e unter Verwendung von Methylenblau 
als Oxydationskatalysatce erhalten wird, ist immer viel kleiner 
als bei Verwendung des natiirlichen Katalysators. 


11. Wirksamkeitsbereich der Co-Zymase. 


Schon in dem dritten Abschnitt dieser Arbeit haben wir 
den Wirksamkeitsbereich der Co-Zymase diskutiert und die 
Aktivierung einiger Reaktionen durch Co-Zymase auf die Akti- 
vierung einer Vorstufe der betreffenden Reaktion, niimlich 
eines Dismutationsvorganges zuriickfiihren kénnen. 

Ks ist eine alte Frage, ob bei der Verbrennung von 
Milchsiiure die Co-Zymase wirksam ist. Durch folgenden Ver- 
such konnten wir zeigen, da die Milchsiiure von der Hefe- 
reduktase ohne Co-Zymase als Donatormaterial ausgenutzt wird. 


Hefesusp.: 1g ausgewaschene Trockenunterhefe H (Trockenpriiparat) 
+ 5eem 5°/,ige Phosphatlésung p;,=6,12+5 cem Wasser. 
Zymophosphat: Verdiinnung 1:2. 
Co-Zymase: Dialysat, Verdiinnung 1: 10. 
K-Lactat: 1 mol. neutral gegen Lackmus, 
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Tabelle 52. 
Mb- Versuch. 





Nr. 1 cem eabniciti + 0,5 ceem Mb + ae 
L. & 1ecem Wasser. . . nach 14 Stdn. 
3. 4. | 0,5ceem Zymophosphat + 0, sans _—— stark gefiarbt 
5. 6. | 0,5ceem Co-Zymase + 0,5 cem Wasser | nach 14 Stdn. gefiirbt 
7. 8. | 0,5 ecm ee + 0,5 eem Co- 
Zymase. . . . «| 19,0 18,5 Min. 
9.10. | 0,5 eem K-Lactat + 05 eem \ Ran 145 05 , 








11.12. | 0,5 eem K-Lactat + 0,5 cem Co-Zymase | 41,5 41,5 ,, 


Aus den Versuchen geht hervor, daB die Milchsiure von 
einer Co-enzymfreien Hefe angegriffen wird, und daB durch 
Zusatz von Co-Zymase keine Aktivierung erfolgt. 

Durch Versuche ohne Enzym wurde festgestellt, daB keine 
Spontanreduktion von Mb durch Milchsiiure vorliegt. 

Die Frage, ob die Wirkung der Succinodehydrogenase 
ein Co-Enzym erfordert, ist durch Meyerhofs Atmungskérper 
und Batellis und Sterns Pnein veranlabt. Man war geneigt, 
den Atmungskérper eine viel zu generelle Bedeutung zu geben. 
Dadurch daB die Co-Zymasepriiparate reichlich Bernsteinsiure 
und andere Donatorsubstanzen enthielten, entstanden leicht 
Tauschungen und man glaubte ein Co-Enzym vor sich zu 
haben, auch wo es sich nur um eine Donatorwirkung handelte. 
Da die Dehydrierung der Bernsteinsiure (auch wenn man die 
Reduktion des Methylenblaues beriicksichtigt) keine wahre Dis- 
mutation ist, hat man keinen Grund anzunehmen, daB die 
Co-Zymase bei dieser Reaktion eine Rolle spielt. Auch aus 
unseren Versuchen mit und ohne Co-Zymasezusatz ist es kaum 
wahrscheinlich, da die Succinodehydrogenase von der Co- 
Zymase aktiviert wird. EKinen vollkommen entscheidenden und 
einwandfreien Versuch haben wir jedoch bis jetzt noch nicht. 
Wir teilen hier noch einige Versuche zu dieser Frage mit. 

Aus frischen Froschmuskeln (Rana temporaria) wurde ein 
Trockenpraparat mit Alkohol und Ather gemacht. Das Trocken- 
priiparat wurde ausgewaschen und zu folgenden Versuchen 
benutzt. Zu jeder Probe 0,2 g. 








= 
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Co-Zymase: Dialysat, Verdiinnung 1:10. 
Zymophosphat: Verdiinnung 1: 2. 
Puffer: 0,3 mol. Phosphat py = 7,53. 


Tabelle 53. 
Mb-Versuch. 














Nr. 0,2 g Muskel + 0,5 cem Puffer + 0,5 cem Mb + 0,5 ecem 
Wasser + 

1 2. 1 eem Wasser 

& 6 od. 0,5 ecm Zymophasphat + 0,5 cem Wasser 

5 6. 0,5 cem Co-Zymase + 0,5 com Wasser 

% & 0,5 cem Zymophosphat + 0,5 eem Co-Zymase 

9. 10. 0,5 cem Succinat + 0,5 cem Wasser 
11. 13. 0,5 ecm Succinat (Verd. 1:10) + 0,5 cem Co-Zymase 
13. 14. 0,5 cem Suceinat + 0,5 ccm Co-Zymase 
15. 16. 0,5 com Succinat (Verd. 1:10) + 0,5 eem Co-Zymase 


Nach 40 Stunden waren die Proben noch gefirbt, die 
Proben ohne Succinat stark, die Proben mit Succinat schwach, 
am schwichsten die Proben mit der gréBten Succinatkonzen- 
tration. Durch Zusatz von Co-Zymase keine Aktivierung. 

Im Anschlu8 an unsere Versuche iiber die Succinode- 
hydrogenase beschreiben wir hier einige Versuche zur enzy- 
matischen Pyrrolbildung aus Succinimid. ?) 


CH,—_—CH, CH——CH CH——CH 
| | | | 

CO CO HO-C C-OH CH CH 
NH NH NH 


Wir haben uns jetzt nur davon iiberzeugt, daB Succinimid 
von der Succinodehydrogenase unter Dehydrierung nicht an- 
gegriffen wird. Zu den Versuchen kam frische Froschmuskulatur 
zur Verwendung. Die frischen Muskeln wurden fein zer- 
schnitten, durch Waschen mit Wasser von Donatorsubstanzen 
befreit und in einem Tuch abgepreBt. Zu jeder Probe 0,2¢ 
Muskulatur. 


Puffer: 0,3 mol. Phosphat py, = 7,53. 
Succinimid: 30 g/1000 ccm, neutral gegen Lackmus. 





*) Vgl. hierzu Euler u. Nilsson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 
Bd. 9, Nr. 29 (1296). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXIX. 11 
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Tabelle 54. 
Mb-Versuch. 














ae 0,2 g Muskel + 0,5 ecem Puffer Entfarbungszeit 
+ 0,5cem Mb + 
1. 2.) 1,5cem Wasser Nach 19 Stdn. stark gefiirbt 
38. 4.1 1,5ceem Succinat Nach 8 Stdn. entfirbt 
5. 6. ] 1,5 eem Succinat (Verd. 1: 10) Nach 5 Stdn. entfirbt 
7. 8.1 1,5eem Succinimid : . 
Meare Aiecs Nach 19Stdn. stark gefirbt 
9. 10. 1,5 cem Succinimid (Verd. 1 : 10) 


Kine Donatorwirkung von Succinimid gegeniiber der Suc- 
cinodehydrogenase konnte also nicht konstatiert werden. 

In weiteren Versuchen wollen wir Succinimid als Wasser- 
stoffakzeptor bei der Dehydrierung der Bernsteinsiure durch 
Succinodehydrogenase verwenden. 


Zusammenfassung. 


1. Die bei vielen Oxydo-Reduktionsstudien so wertvolle 
Methylenblaureduktion (Methylenblaumethodik) und die Auf- 
nahme molekularen Sauerstofis durch enzymatisches Material 
sind keine parallel verlaufenden Vorginge; die Mb-Reduktions- 
geschwindigkeit darf somit nicht als ein MaB des gesamten 
Atmungsvermégens angesehen werden; sie eignet sich dagegen 
ausgezeichnet zur Messung der anaeroben Phase des Kohle- 
hydratabbaues und vieler anderer wichtiger Prozesse. 

2. Nach der Arbeitshypothese, welche der vorliegenden 
Mitteilung vorangestellt wurde, wird durch die sogenannten 
Reduktasen (Redoxasen) ein enzymatischer Abbau bewirkt, der 
zu leichter oxydierbaren Stoffen fiihrt. Die molekulare Sauer- 
stoffveratmung dieser Stoffe schreitet dagegen iiber Oxydations- 
katalysatoren, die z. T. Peroxydase-iihnlich wirken. 

3. Beziiglich der Wirksamkeit der Co-Zymase als ,, Atmungs- 
kérper“ wurde die Auffassung ausgesprochen und durch Ver- 
suche gestiitzt, daB die Atmung von der Co-Zymase nicht un- 
mittelbar aktiviert wird, sondern daB die Atmungsaktivierung 
dadurch zustande kommt, daB die Co-Zymase bei der dismu- 
tationsihnlichen Umwandlung der Glucose mitwirkt. 
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4. Messungen iiber die Sauerstoffveratmung der Bernstein- 
siure ergaben, daB eine Succinodehydrogenaselésung das At- 
mungsvermogen verlieren kann, wiihrend die Reduktionswirkung 
gegeniiber Methylenblau noch festbleibt und durch Succinat- 
zusatz aktiviert werden kann. 

5. Zwischen Cytochromgehalt der Hefe (in oben an- 
cesebener Weise bestimmt) und Atmungsvermégen wurde eine 
sehr weitgehende Parallelitat gefunden. Wurde das Cytochrom 
irgendwie inaktiviert, sei es durch Trocknen der Hefe oder 
durch Vergiftung mit HCN, so wurde die Atmung gehemmt, 
obgleich die Reduktase noch vollkommen intakt war, wie aus 
den Mb-Versuchen hervorgeht. Bei der Atmung kénnen selbst- 
verstiindlich auch andere Oxydationskatalysatoren als Cyto- 
chrom beteiligt gewesen sein, die bei Zusatz von HCN oder 
beim Trocknen des Enzymmaterials in iihnlicher Weise wie 
Cytochrom zerstért werden. 

6. Hamoglobin wurde als Oxydationskatalysator studiert; 
die Atmung von Muskel- und Leberextrakten wird durch Zu- 
satz von Himoglobin aktiviert. 

7. Bei Versuchen, Methylenblau als kiinstlichen Oxydations- 
katalysator zu verwenden, wurde in Abwesenheit des natiir- 
lichen Oxydationskatalysators durch Zusatz von Methylen- 
blau Atmungsaktivierung erreicht. 

8. Bei der theoretischen Erérterung iiber die spezifischen 
Oxydationskatalysatoren wurde betont, daB aus dem Oxydations- 
potential allein keine Schliisse auf die Oxydationsgeschwindig- 
keit gezogen werden kénnen. 

9. Der Wirksamkeitsbereich der Co-Zymase wurde be- 
sprochen. Es wurde gezeigt, daB die Milchsiure von der Hefe- 
reduktase ohne Co-Zymase angegriffen wird. 
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Zur Kenntnis der Gallensiuren. 
XVII. Mitteilung. 


Von 


Martin Seheneck und Henry Kirchhof. 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinir-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Juni 1927.) 


1. Uber ein Oxydationsprodukt der Ketolactammonocarbon- 
saure C,,H,.NO, : Ketolactamdicarbonsaure C,,H,.NO,. 


In der letzten Mitteilung') ist iiber eine Verbindung be- 
richtet worden, die durch Hochvakuumdestillation aus Des- 
oxybiliansiureisoxim (Lactamtricarbonsiure, ©,,H,,NO,) er- 
halten werden kann und die nach ihrer Entstehungsweise und 
den analytischen Daten als Ketolactammonocarbonsiure von 
der Zusammensetzung C,,H,,NO, (I) aufzufassen ist. Wir 
haben diese Siure inzwischen mit Permanganat oxydiert unter 
tihnlichen Bedingungen, wie sie von H. Wieland und A. Kulen- 
kampff2) fir die Uberfithrung der Brenzdesoxybiliansiure, 
C,,H,,0, (I1I) in die Diketodicarbonsiiure, C,,H,,0, (IV) ein- 
gehalten wurden. Da der Lactamring des Desoxybiliansiure- 
isoxims schwer aufspaltbar und auch gegen Oxydationsmittel 
verhiltnismabig bestindig ist, kann die gleiche Widerstands- 
fihigkeit auch fiir den stickstoffhaltigen Ring des Destillations- 
produktes angenommen werden; es war daher zu erwarten, 
daB die Siure C,,H,,.NO, bei der Permanganatoxydation einen 
in seiner Struktur der Diketodicarbonsiure (IV) vollstandig 
analogen Kérper liefern wiirde. Dieser Erwartung gemiif 





1) Diese Zs. Bd. 166, S. 142 (1927). 
*) Diese Zs. Bd. 108, S. 295 (1919). 
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haben wir eine Substanz erhalten, die der Formel C,,H,,NO, 
entspricht und sich zweibasisch titrieren laBt, dem Oxydations- 
produkt dirfte daher das Strukturbild Il zukommen. (Die 
Stellung des Stickstoffs ist willkiirlich angenommen, vgl. unsere 
letzte Mitteilung, S. 148). 


I II 
CH, CH, 
in ie 
CH, CH CH, CH 
| | | CsHt-Coon | |} C,,H,-COOH 
CH CH CO CH 
ia sl eal 
CO C ———CH, —> COOH C———CH, 
| | | | 
| NH | NH 
| | | | 
CH,——CH CO CH,——CH CO 
i al lia all 
CH, CH, 
Ketolactamcarbonsiiure, Ketolactamdicarbonsiure, 
C,,H,,NO,. C.3H,;NO,. 
Ill IV 
CH, CH, 
J Pag 
CH, CH | CH, CH 
| | C,,H,,»> COOH | | | C.th,- COOH 
CH CH} CO CH 
sn al —> hia salt 
CO C———-CH, COOH C———CH, 
| | | | | | 
CH,—CH CO CH,—CH CO 
ae ale 
CH, CH, 
Brenzdesoxy biliansiiure, C.,H,,0,. Diketodicarbonsiiure, C,,H,,0,. 


0,23 g Ketolactamcarbonséure C,,H,.NO, (Schmelzp. 218 
bis 220°) wurden in 8 ccm n/10-Natronlauge gelést und die 
Fliissigkeit bei 20—25° nach und nach mit 3,5 ccm kalt ge- 
sittigter KMnO,-Lésung versetzt. Dabei trat anfangs nach 
jedem Zusatz bald Entfirbung ein, zuletzt aber nicht mehr, 
weshalb nach Zugabe von weiteren 0,55 com Permanganat- 
lésung das Gemisch durch Erwiirmen auf 60° entfirbt wurde. 
Dann saugte man vom Braunstein hei8 ab und siuerte das 
Filtrat nach Erkalten mit verdiinnter Essigsiiure an. Es ent- 
stand eine weife krystallinische Fallung, die unter dem Mikro- 
skop kleine sternférmige Drusen von kurzen derben Nadeln 
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erkennen lieB. Die Krystalle wurden in wenig Eisessig heif 
gelést, die Lésung mit heiBem Wasser versetzt, worauf beim 
Erkalten schéne Nidelchen zum Vorschein kamen, die unter 
dem Mikroskop einheitlich aussahen. Sie wurden abgesaugt, 
mit Wasser gewaschen und bei 115° getrocknet. Der Schmelz- 
punkt lag bei 277° (Schmelzen unter Zersetzung). Die Aus- 
beute an reinem umkrystallisierten Stoff betrug etwa 35 °/, 
d. Th. Fir die Titration schwemmte man das Material in 
20 com absolutem Alkohol auf, wobei es sich zum groBen Teil 
léste und gab n/10-NaQH bis zur klaren Lésung bzw. bis zur 
tosafiirbung des Phenolphthaleins hinzu. (Abzug der im 
Blindversuch fiir 20 ccm absoluten Alkohol ermittelten kleinen 
Menge Natronlauge.) 

0,0863 g Substanz verbrauchten 4,00 cem n/10-NaOH. 

Fiir C,,H,,NO, (zweibasisch) Ber. 21,36 °/, COOH. 
Gef. 20,86 

Die austitrierte Loésung versetzte man mit Wasser und 
verdiinnter Essigsiiure, die beim Stehen ganz allmihlich sich 
ausscheidenden Krystalle fanden z. T. fiir Mikroanalysen !) Ver- 
wendung. 


4,055 mg Substanz gaben 9,760 mg CO, und 2,990 mg H,0. 


Gef. 65,66 °/, C 8,25 °/, H 
4,050 mg Substanz gaben 9,700 mg CO, und 2,990 mg H,0. 
Gef. 65,34°/, C 826°), H 


6,860 mg Substanz lieferten 0,208 cem N bei 17° und 742 mm Hg. 
Gef. 3,48, N 
Fiir C,,H,;NO, Ber. 65,52 °/, C 8,37 °/, H 3,32 °/, N 


2. Uber das Verhalten der Bilisoidansaure gegen Natronlauge. 


Die von Lassar-Cohn bei der Oxydation von Biliansiure 
mit Permanganat zuerst aufgefundene, von Pregl niher unter- 
suchte Ciliansiure ist von M.Schenck?®) als eine Diketotetra- 


1) Die in dieser Arbeit angefiihrten Mikroanalysen verdanken wir 
der Liebenswiirdigkeit des Herrn Priv.-Doz. Dr. B, Flaschentriager, 
Leipzig. 

2) Diese Zs. Bd. 87, S. 59 (1913); Bd. 107, S. 152 (1919); Bd. 110, 
S. 167 (1920). 
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, carbonsiiure von der Formel C,,H,,0,, aufgefaBt worden, ob- 
wohl nur eine Carbonylgruppe durch Ketonreagenzien (Hydroxy]- 
amin, Semicarbazid) sich kennzeichnen lieB. Spiter haben 
dann H. Wieland und O. Schlichting!) nachgewiesen, daf 
Ciliansiiure bei der Oxydation durch Salpetersiure unter Auf- 
sprengung eines eine Ketogruppe tragenden Ringes in die 

sechsbasische Ciloidansiure, ©,,H,,0,, iibergefiihrt wird. 
Sie zeigten ferner”), daB Ciliansiure sowohl, als auch Ciloidan- 
siure unter der EKinwirkung von konzentrierter Schwefelsiure 
in der Warme je 1 Molekiil Kohlenoxyd abspalten, und faBten 
demgemiB beide Verbindungen als «-Ketocarbonsiiuren auf. 
Damit schien auch die zweite Ketogruppe der Ciliansiiure er- 
kannt zu sein. Den Ubergang von Biliansiure in Ciliansiiure 
formulierten Wieland und Schlichting folgendermaBen: 


V VI 
CH, CH, 
“i Pili 
13 CO CH COOH CH 
' |. | | cy: COOH | | C., COOH 
CH CH CO CH 
Pitt Ocal — Pile ail 
COOH C——~ CH, COOH C———CH, 
II | | 
COOH CH CO COOH CH CO 
CH, CH, CH, (Ud, 
Biliansiiure, C,,H,,0.. Ciliansiiure, C,,H;,0,,. 


Neuerdings ist nun von A. Windaus und A.van Schoor’), 
sowie von W. Borsche und R. Frank‘) gezeigt worden, dab 
das Carbonyl in Ring III der Biliansiure statt in Stellung 13 
in Stellung 12 sich befinden muf. Ferner haben Borsche 
und Frank®) fiir Ciliansiure eine neue Strukturformel auf- 
gestellt und ihre Richtigkeit beweisen kénnen. Sie nehmen 
an, da bei der Oxydation von Biliansiure (VII) zunichst ein 
bisher nicht isoliertes Zwischenprodukt, eine Triketotricarbon- 
siure, C,,H,,0, (VIII) entsteht, die dann in der heiBen alka- 


*) Diese Zs. Bd. 120, §. 227 (1922). 

*) Diese Zs. Bd. 123, S. 213 (1922). 

*) Diese Zs. Bd. 157, S. 177 (1926). 

‘) Chem. Ber. Bd. 59, S. 1748 (1926). 

*) Chem. Ber. Bd. 60, S. 723 (1927). 
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lischen Lésung, in der die Oxydation vorgenommen wird, eine 
intramolekulare Atomverschiebung nach Art der Benzil- 
siure-Umlagerung erfahrt. Die so gebildete Ciliansiure (IX) 
miiBte demnach eine Oxyketotetracarbonsiiure sein. 


Vil Vill 
CO CO 
Pe Pi } 
CH, CH CO CH 
| |,Hh,-COOH | | C,,H,,» COOH 
CH CH CH CH 
COOH C-—-——-CH, COOH C———CH, 
| | | | 
COOH CH CO COOH CH CO 
al i a 
CH, CH, CH, CH, 
Biliansiiure, C,,H,,0,. Zwischenprodukt, C,,H,,0, 
(nicht isoliert). 
HO COOH 
Pol 
C——CH 


| | C,H, COOH 
CH CH 


COOH G——CH, 
| | 
COOH CH CO 


a TR, 


CH, CH, 
Ciliansiiure, C,,H3,0,). 


Tatsichlich konnten Borsche und Frank die Hydroxyl- 
gruppe in der Ciliansiiure bzw. im Ciliansiuretetramethylester 
nach der Methode von Zerewitinoff quantitativ nachweisen, 
auch haben sie in jiingster Zeit) Ciliansiure in schwefelsaurer 
Lésung mit Permanganat zur Diketodicarbonsiure: O©,,H,,0, 
(Ciloxansiure) oxydiert und damit ein weiteres Argument 
fiir die Richtigkeit ihrer Auffassung beigebracht.?) 

Bei der Oxydation von Cholsiiure mit Kaliumpermanganat 
in alkalischer Liésung nach Lassar-Cohn erhalt man _ be- 
kanntlich neben dem Hauptprodukt Biliansiure in geringerer 





1) Chem. Ber. Bd. 60, S. 1216 (1927). 
*) Vgl. auch die eben erschienene Arbeit von H. Wieland, Diese 
Zs. Bd. 167, S. 70 (1927). 
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Menge Isobiliansiure, die nach H. Wieland!) von Biliansiiure 
sich nur durch die Stellung der beiden Carboxylgruppen, die 
aus dem urspriinglichen Ring I des Cholsiuremolekiils hervor- 
gegangen sind, unterscheidet. Nach Berichtigung der Bilian- 
siureformel hat man jetzt der Isobiliansiiure das Strukturbild X 
zuzuerteilen. Behandelt man Isobiliansiure mit etwa 32 °/,iger 
Salpetersiure auf dem Dampfbad, so entsteht in geringer Aus- 
beute eine neue Verbindung, die von M. Schenck?) auf- 
gefunden und als Bilisoidansiiure bezeichnet wurde. Dieser 
Siure kommt die Formel C,,H,,O, zu, sie laSt sich drei- 
basisch titrieren, ferner la8t sich in ihr eine Ketogruppe durch 
Hydroxylamin nachweisen. Schenck hat angenommen, dab 
Bilisoidansiure eine Triketotricarbonsiure ist, weil sich die 
Bildung eines solchen Kérpers aus Biliansiure durch Oxydation 
mit Salpetersiiure besonders leicht erkliren laBt: es braucht 
nur der Wasserstoff einer Methylengruppe, die sich in un- 
mittelbarer Nachbarschaft eines Carbonyls befinden wird, durch 
Sauerstoff ersetzt zu werden, ebenso wie etwa Diithylketon, 
CH,-CH,-CO-CH,-CH, mit Salpetersiure Acetylpropionyl, 
CH,-CO-CO-CH,-CH, liefert. Die Stellung der neugebildeten 
Ketogruppe nahm Schenck (willkirlich) in Ring III an und 
vermutete demgemiiB fiir Bilisoidansiure die Strukturformel X1. 
Vergleicht man XI mit VIII, so erkennt man, daB sich beide 
Formeln nur durch die Lage der beiden Carboxylgruppen, die 
durch Sprengung des Ringes I der Cholsiure entstanden sind, 
voneinander unterscheiden. Es war deshalb von Interesse, das 
Verhalten der Bilisoidansiiure gegen heiSe Natronlauge zu 
untersuchen, da hierbei analog dem Ubergang von VIII in IX 
eine ,,Benzilsiiure-Umlagerung“ sich vollziehen konnte, wodurch 
eine mit Ciliansiure isomere y-Oxysiiure XII hatte entstehen 
miissen. Unter Umstiinden war auch mit dem Auftreten der 
entsprechenden Lactonsiure XIII zu rechnen. (Nimmt man 
die bei der Oxydation von Isobiliansiure zu Bilisoidansiiure 
neu entstehende Ketogruppe in Ring II an, so miiBte bei der 





) Diese Zs. Bd. 108, S. 314 (1919). 
S. 274 (1923); Bd. 139, S. 39 (1924). 


*) Diese Zs. Bd. 131, 
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Umlagerung ein Vierring entstehen, was weniger wahrschein- ; 
lich ist.) 
X fe Xf 
CO CO ~ 
it 
CH, CH CO CH 
| | | c,.H,.-C00H | | \C,,H,,-COOH 
CH CH CH CHI 
fe ae ge ae ence 
CH, G——CH, cu, C——cH, 
| | | | | | 
COOH CH CO COOH CH CO 
i il eit 
GooH GH, GOOH CH, 
Isobiliansiiure, C,,H,,Qx. Bilisoidansiiure, C,,H,,0,. 
XIT XIII 
HO COOH O COOH 
ia i 
Co 30 6h GC ——-CH 
| | C,,H,,-COOH | | | CioHi9 -COOH 
CH CHI CH,—CH CH 
Pi —— i oe al 
Ga, t—— 2s, — 
| | | | | 
COOH CH CO CH CO 
Fe il Pg ol 
COOH CH, COOH CH, 
y-Oxysiiure, C,,H 3,0; Lactonsiiure, C,,H5,0o. 


Wir haben nun in der Tat feststellen kénnen, daB beim 
Erhitzen von Bilisoidansiure mit Natronlauge eine wesentliche 
Verainderung des Stoffes erfolgt und glaubten anfangs, die 
Sachlage rasch aufklaren zu kénnen; es stellte sich dann aber 
heraus, daB die Dinge verwickelter liegen. Schon beim Kochen 
von Bilisoidansiiure mit schwacher Natronlauge, steigt die 
Aciditit von drei auf vier Carboxylgruppen und aus der 
neutralisierten Lésung scheidet sich nach Ansiuern nicht die 
urspriingliche, schwer ldésliche Bilisoidanséiure aus, vielmehr 
bleibt die Fliissigkeit zunichst klar und erst ganz allmiahlich 
kommt in geringer Menge (etwas schneller und reichlicher nach 
Kochsalzzusatz) eine Verbindung heraus, die in Krystallform 
und Schmelzpunkt sich deutlich von der Ausgangssiure unter- 
scheidet, anscheinend wieder dreibasisch ist und ungefahr der 
Zusammensetzung C,,H,,O, + 2H,O entspricht. Man kann 


24°32 
annehmen, daB dieser Kérper sich aus der beim Erhitzen mit 
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Lauge zuniichst entstandenen Oxysiiure XII durch Lactoni- 
sierung gebildet hat, daB er also der Formel XIII entspricht, 
aber 2 Molekiile festgebundenes Krystallwasser oder Hydrat- 
wasser enthilt. Dieselbe Umwandlung wie beim Kochen er- 
fiihrt Bilisoidansiure auch beim Erwiirmen ihrer alkalischen 
Lésung auf dem Dampfbad und so wiirde sich auch, die 
Triketoformel als richtig vorausgesetzt, erkliren, weshalb 
Schenck von den angenommenen 38 Carbonylgruppen nur eine 
mit Hydroxylamin nachweisen konnte, denn die Oximierung 
geschah seinerzeit in der iiblichen Weise durch Erhitzen der 
Siure mit Hydroxylaminchlorhydrat in alkalischer Lésung auf 
dem Dampfbad. Bemerkenswert ist nun weiter, daB auch 
schon bei Zimmertemperatur durch iiberschiissige Lauge lang- 
sam eine Umwandlung der Bilisoidansiure in die vierbasische 
Siure erfolgt. Dieses Verhalten ist auffallend, wenn man an 
einer ,,Benzilsiiure-Umlagerung“ festhilt, obwohl freilich nicht 
einzusehen ist, weshalb nicht eine solche Atomverschiebung 
unter bestimmten Bedingungen (besondere Labilitit des Mole- 
kiils) schon in der Kilte sich vollziehen sollte. Niaherliegend 
erscheint allerdings die Annahme, daB es sich bei der Bili- 
soidansiure von vornherein um eine Lactonsiure handelt, die 
durch Natronlauge zur Oxysiiure aufgespalten wird. Ubrigens 
erleidet Bilisoidansiiure schon beim einfachen Neutralisieren 
und Ansiiuern der neutralen Lésung eine gewisse Verinderung, 
denn die sich ausscheidende Verbindung weicht im Schmelz- 
punkt von der Ausgangssiiure ab und ist auch in Krystallform 
und Léslichkeitsverhiiltnissen deutlich von dieser unterschieden. 
Vielleicht handelt es sich um die Bildung eines Stereoisomeren. 
Krwiihnt sei auch, daB wir bei einem Versuch, bei dem eine 
noch aus friiherer Zeit stammende Probe von Bilisoidansiure 
verwendet wurde, nach Erhitzen mit Lauge usw. ein Produkt 
erhielten, das aus wenig 30°/, iger Essigsiiure in schénen Nadeln 
gewonnen werden konnte; sie schmolzen sehr hoch (bei 295°) 
unter Zersetzung, ohne sich vorher wesentlich zu veriindern. 
Uber die Natur dieser Siiure vermégen wir noch keine Aus- 
sage zu machen. 


Obwohl wir eine gréBere Menge reiner Cholsiiure ein- 

















172 Martin Schenck und Henry Kirchhof, 


gesetzt haben, ist es uns bis jetzt nicht gelungen, das Ver- 
halten der Bilisoidansiure voéllig aufzukliren. Wenn wir trotz- 
dem unsere Versuche schon jetzt mitteilen, so geschieht es 
aus dem Grunde, weil wir das Gebiet weiter bearbeiten wollen 
und weil lingere Zeit vergehen diirfte, bis wir im Besitze 
eines geniigenden Quantums von Reinmaterial sein werden. 
(Wie bereits friiher erwihnt, betrigt die Ausbeute an Bili- 
soidansiure, die als Nebenprodukt der Oxydation anzusehen 
ist, nur etwa 8°/, (umkrystallisiert), bezogen auf Isobiliansiure, 
die ihrerseits auch nur in geringer Menge aus Cholsiiure er- 
halten wird.) Bei der weiteren Priifung der Siure soll vor allem 
versucht werden, die beiden noch nicht identifizierten Keto- 
gruppen nachzuweisen und so zu entscheiden, ob der Kérper 
wirklich eine Triketotricarbonsiure ist oder ob es sich, wofiir 
auch andere, hier nicht erérterte Griinde zu sprechen scheinen, 
um ein Ketolactontricarbonsaiure (oder etwas ihnliches) handelt. 

Die Bereitung der Bilisoidansiiure geschah in der friiher 
beschriebenen Weise. Als Zersetzungspunkt war damals 230 ) 
bis 235° (unscharf) angegeben worden. Die von uns neu her- 
gestellten Priparate zeigten im Schmelzréhrchen zwar bei 
230° starkes Sintern und beginnende Zersetzung, die aber 
beim weiteren Erhitzen nur ganz allmihlich fortschritt, wobei 
die Temperatur des lebhaften Aufschiumens bei den einzelnen 
Proben verschieden hoch gefunden wurde. Kine Mikroanalyse 
gab mit den friiher beobachteten tibereinstimmende Werte: 


4,368 mg Substanz (bei 110° getrocknet) lieferten 9,910 mg CO, 
und 2,590 mg H,0. 
Gef. 61,89°/, C 6,649, H. 


Mittei von sechs von Schenck seinerzeit ausgefiihrten 


Makroanalysen: 
62,02 °/, C 6,78 °/, H. 


Die erhaltenen Wassertoffzahlen stimmen etwas _ besser 
zur Formel C,,H,,0, (62,31 °/, C und 6,54°/, H), der Kohlen- 
stoff aber besser zu C,,H,,0, (62,04 °/, C und 6,95 °/, H). Wir 
halten die letztere Formel fiir die richtige. 

Zum Vergleich mit den indirekten Titrationen wurden 
noch einige direkte Carboxylbestimmungen vorgenommen, Dazu 
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ist folgendes zu bemerken: Bilisoidansiure lést sich in der 
erforderlichen Menge n/10-NaOH vollstiindig erst bei kraftigem 
Schiitteln, dadurch kann aber, wenn es im offenen GefaB ge- 
schieht, durch CO,-Aufnahme aus der Luft der COOH-Wert 
etwas zu hoch ausfallen. Wir sind deshalb so verfahren, daB 
wir das bei 110° getrocknete Material in ein Erlenmeyer- 
kélbchen mit eingeschliffenem Stopfen einfillten, die genau 
berechnete Menge n/10-Natronlauge hinzugaben und das ge- 
schlossene GefaB etwa 5 Minuten lang kraftig schiittelten, bis 
die anfangs starke Phenolphthaleinfarbe einer dauernd bestehen 
bleibenden schwachen Rosafairbung Platz gemacht hatte. Die 
geringe tiber der Flissigkeit befindliche CO,-Menge wurde 
dabei vernachlassigt. In allen 3 Fallen geniigte je 1 Tropfen 
n/10-HCl, um die Rosafarbung zu beseitigen. 

0,1818 g Substanz verbrauchten 11,70 cem n/10-NaOH. 

Gef. 28,97°/, COOH. 
0,1504 g Substanz verbrauchten 9,68 cem n/10-NaOH. 
Gef. 28,97°/, COOH. 
0,1926 g Substanz verbrauchten 12,40 cem n/10-NaQOH. 
Gef. 28,98 °/, COOH. 
Fiir C,,H,,O, (dreibasisch) Ber. 29,08 °/, COOH. 

Aus der neutralisierten Lésung schied sich nach Ansiuern 
mit 10°/,iger Salzsiure zwar nicht momentan, aber doch sehr 
bald ein Stoff aus, der unter dem Mikroskop kleine kugelige 
oder polyedrische Gebilde erkennen lief, die ein etwas anderes 
Verhalten im Schmelzréhrchen als Bilisoidansiure aufwiesen 
(230° starkes Sintern, 240° klares Aufschiiumen, 248° weiBlich 
getriibt, 272° braune Schmelze), in starker Essigsiure (Ge- 
misch von 30°/,iger Hssigsiiure und LHisessig, wie es friiher 
und auch bei unseren jetzigen Versuchen immer zum Um- 
krystallisieren von Bilisoidansiiure benutzt wurde) wesentlich 
leichter léslich waren als die Ausgangssiiure und auch — nach 
langem Stehen und nur in kleiner Menge — in anderer Form 
als die urspriingliche Substanz herauskamen (unter dem Mikro- 
skop: kurze, schmale, meist sternférmig angeordnete Prismen). 

Zur Priifung des Verhaltens der Bilisoidanséure gegen 
heife Natronlauge wurden mehrere Proben im Kélbchen mit 
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Steigrohr mit iiberschiissiger Lauge erhitzt und zwar Probe I 
mit 25 ccm n/10-NaOQH 20 Minuten auf dem Drahtnetz ge- 
kocht, II ebenso mit 50 ccm n/10-NaOH 40 Minuten, IIT des- 
gleichen mit 50 ccm n/10-NaOH 1 Stunde lang; Probe IV er- 
wirmte man mit 25 ccm n/10-NaQH 1!/, Stunden auf dem 
Dampfbad. In allen Fillen wurden Blindversuche unter den- 
selben Bedingungen mit Natronlauge allein ausgefiihrt. Nach 
dem Erkalten zuriicktitrieren mit n/10-HCl (Phenolphthalein). 
I. 0,2027 g Substanz verbrauchten 16,14 ecm n/10-NaQOH. 
Gef. 35,84 °/, COOH. 
If. 0,2213 g Substanz verbrauchten 18,61 ecm n/10-NaOQH. 
Gef. 37,85 °/, COOH. 
III. 0,2254 g Substanz verbrauchten 19,01 cem n/10-NaOH. 
Gef. 37,96 °/, COOH. 
IV. 0,1709 g Substanz verbrauchten 14,37 cem n/10-NaOH. 
Gef. 37,85 °/, COOH. 
Fiir C,,H,.0,, 3 Carboxylgruppen: Ber. 29,08°/, COOH, 
4 Carboxylgruppen: »  388,77°/, COOH. 

Bei lingerem Erhitzen wird also der fiir 4 Carboxylgruppen 
errechnete Wert fast erreicht. Die austitrierten Lésungen 
fiirbten sich beim Stehen allmahlich wieder rot; wir glauben, 
daB diese Erscheinung — wenigstens zum Teil — auf einer 
partiellen Lactonisierung der Oxysiure beruht. 

Bei einem anderen Versuche wurde, um die Uberfiihrung 
der Bilisoidansiure in die vierbasische Siure méglichst voll- 
stindig zu gestalten, stirkere (5°/,ige) Natronlauge verwendet. 
Demgemif léste man 0,2 g Bilisoidansiiure in 20 ccm der 
Lauge auf, wobei eine nur ganz schwach gelblich gefirbte und 
so gut wie klare Fliissigkeit entstand, die 20 Minuten lang 
gekocht wurde, ohne dabei irgendeine sichtbare Verinderung 
zu erleiden. Nach dem Erkalten saiuerte man mit Salzsiure 
an: die Lésung blieb zunichst klar, erst bei langerem Stehen 
erfolgte ganz allmahlich in geringer Menge eine Ausscheidung, 
die unter dem Mikroskop im wesentlichen aus Nadeln bestand, 
die meist biischel- oder garbenférmig zusammengelagert waren. 
Sie wurden abgesaugt, mit ganz wenig Wasser gewaschen und 
bei 100° getrocknet; sie blieben danach im Schmelzréhrchen 
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bis etwa 155° unverdindert, um bei dieser Temperatur ziemlich 
plétalich stark zusammenzuschrumpfen und bei 165° klar- 
durchsichtig aufzuschiumen. Die schaumige Masse wurde bei 
235—245° weiblich-triib und heferte dann bei 275—277° eine 
klare, braungefairbte Schmelze. Analyse des bei 100° ge- 
trockneten Materials: 

3,960 mg Substanz gaben 8,480 mg CO, und 2,400 mg H,0. 

4,915 mg . ,, 10,490 mg CO, und 3,090 mg H,O. 


Gef. 58,42 58,239/, C 6,78 7,04°/, H 
Far C,,3,.0, Ber. 62,04 °/, C 6,95 °/, H 
» Cea,H,,0, +H,O ,, 59,78 7,10 
> CoHy,0, ++2H,0 ,, 57,58 7,25 


Nach den gefundenen Werten scheint die Verbindung mit 
2 Molekiilen Wasser vorzuliegen, der in gewissem Umfange die 
wasserirmere oder wasserfreie Substanz beigemengt ist. Der 
Rest des Materials wurde aus ganz wenig 20 °/,iger Salzsiiure 
umkrystallisiert, wobei Nidelchen resultierten, die im Schmelz- 
roéhrchen ziemlich das gleiche Verhalten wie oben beschrieben 
zeigten. Fir die Titration wurde der bei 100° getrocknete 
Stoff in 10 ccm absolutem Alkohol bei gewéhnlicher Tem- 
peratur gelost: 
0,0508 g Substanz verbrauchten 3,04 cem n/10-NaQOH. 
Gef. 26,94 °/, COOH. 
Fiir C,,H,,0, (dreibasisch) Ber. 29,08 °/, COOH 
» C,,H,,0, + H,O (dreibasisch) » 21,99 
5 C©.,H,,0, +2H,O (dreibasisch) ,, 26,99 
Ks leBen sich: somit durch die Titration nur 3 Carboxyl- 
gruppen nachweisen. Die beim Erhitzen von Bilisoidansiure 
mit Natronlauge entstehende vierbasische Siure haben wir bis 
jetzt noch nicht isolieren kénnen. Wie oben erwihnt, tritt 
die Acidititssteigerung der Bilisoidansiiure durch iiberschiissige 
Natronlauge auch schon bei gewdéhnlicher Temperatur ein. 
Probe I wurde in 25 ccm n/10-NaOH gelést und die Lésung 
nach wenigen Minuten zuriicktitriert, IJ und II lieB man mit 
je 25 ccm n/10-Natronlauge in gut verschlossenen GefaiBen 
24 Stunden bzw. 5 Tage lang stehen. 
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I. 0,1771 g Substanz verbrauchten 11,84 cem n/10-NaQOH. 
Gef. 30,09 °/, COOH. , 


II. 0,1982 g Substanz verbrauchten 16,14 cem n/10-NaQOH. 
Gef. 36,66 °/, COOH. 


III. 0,1696 g Substanz verbrauchten 14,80 cem n/10-NaOH. 
Gef. 39,28 °/, COOH. 
Fiir C,,H,,0,, 3 Carboxylgruppen: Ber. 29,08 °/, COOH. 
4 Carboxylgruppen: » 88,77 

Auch hier wurden die austitrierten Lésungen beim Stehen 
wieder rot. Nach Anséiuern mit 10°/,iger Salzsiure schieden 
sich ganz allmihlich nicht einheitliche Krystallisationen aus, 
die der niiheren Untersuchung noch harren. Das gleiche gilt 
auch fiir die Proben, die mit n/10-NaOH erhitzt worden ware 
(vgl. oben, 8. 174). 


Die Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft hat uns 
bei Ausfiihrung vorstehender Arbeit in sehr dankenswerter 
Weise durch Geldmittel unterstiitzt. 
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